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RESUMEN

En este trabajo se presenta la sintesis de oligosacéaridos derivados del lactitol
(LaOS) utilizando enzimas (3-galactosidasas comerciales libres e inmovilizadas en
el soporte mesoporoso tipo MCM-41 como catalizadores. La sintesis de LaOS se
llevd bajo estas condiciones de reaccion, 50°C y pH 7 por 24 horas tomando
alicuotas cada cierto tiempo para monitorear la reaccion; los carbohidratos
presentes en las mezclas de reaccion se analizaron mediante cromatografia de
gases con detector de ionizacion por llama (CG-FID) encontrando disacaridos y
trisacaridos derivados del lactitol, ademas de galactosa, sorbitol y lactitol residual.
Las reacciones se realizaron con las enzimas en forma soluble e inmovilizadas,
encontrando resultados similares en ambos casos, evidenciandose una mayor
selectividad hacia la formacién de trisacaridos, logrando identificar tentativamente
al 4’galactosil lactitol, (1,1) galactosil lactitol y (1,6) galactosil lactitol.

De acuerdo a los resultados obtenidos, es posible afirmar que las enzimas [3-
galactosidasas comerciales inmovilizadas en el soporte mesoporoso MCM-41 son
buenos catalizadores para la sintesis de oligosacéaridos derivados del lactitol. De
esta forma se contrinuye a diversificar el espectro de compuestos con potenciales
propiedades prebidticas mediante preparaciones enzimaticas mas rentables para
su aplicacion industrial.

1. INTRODUCCION

Actualmente, en el sector alimentario se compite por precio y calidad, ademas se
requiere de una constante innovacion para el desarrollo de nuevos productos que
cubran las necesidades nutricionales y que aporten beneficios para la prevencién
de ciertas patologias tales como las intestinales debido al considerable aumento de
consumidores cada vez mas preocupados por el mejoramiento de su salud. Asi
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mismo, creando una demanda, cada vez mas creciente, de los llamados, alimentos
funcionales [1].

Un alimento funcional se define como aquel que, ademéas de satisfacer las
necesidades nutricionales basicas, proporciona beneficios para la salud o reduce el
riesgo de padecer enfermedades [2]. Entre los ingredientes con potencial
funcionalidad, en los Ultimos afios, han suscitado especial interés los relacionados
con la funcién gastrointestinal, ya que los problemas relacionados con dicha funcion
afectan a un gran sector de la poblacion [3,4].

Estos beneficios para la funcion gastrointestinal podrian alcanzarse con nuevos
oligosacaridos derivados de compuestos con propiedades prebidticas conocidas,
como el lactitol [27]. Dichos oligosacaridos podrian llegar a las porciones mas
distales del colon donde se produce la mayor parte de enfermedades graves,
hipoétesis a partir de la cual se desarrolla esta investigacion.

En la primera seccion, para clarificar los términos generales y presentar los
antecedentes de la investigacion, se mostrard un marco teorico, que incluye los
oligosacaridos prebioticos, las enzimas [-galactosidasas y la inmovilizacion de
éstas. La siguiente seccion esta comprendida por unos objetivos que puntualizan
las metas establecidas para este trabajo. Seguidamente en la seccién experimental
se detallardn los métodos usados, por ejemplo en la obtencién del biocatalizador
inmovilizado y la sintesis enzimatica de los oligosacéaridos derivados del lactitol
(LaOS), entre otros.

A continuacion, en los resultados y discusion se despliega un analisis sobre el
proceso de inmovilizacién y las enzimas soportadas obtenidas. Asimismo, la
comparacion en la sintesis de los LaOS haciendo uso de las enzimas en estado
soluble e inmovilizado. Posteriormente, unas conclusiones y recomendaciones que
muestran la importancia de esta tesis de investigacion. Para finalizar, en la ultima
seccion se encuentra la bibliografia usada que orienta al lector sobre la basta
informacion tenida en cuenta para el presente trabajo.

2. MARCO TEORICO
2.1. OLIGOSACARIDOS PREBIOTICOS

Los oligosacaridos son polimeros de bajo peso molecular, que contienen entre 2 a
10 unidades de monosacaridos unidas entre si mediante enlaces glicosidicos [5].
Dentro de este grupo pueden existir dos tipos de oligosacaridos; los digeribles y los
no digeribles. Estos ultimos son resistentes a la hidrélisis por parte de las enzimas



digestivas humanas [6], pudiendo llegar al colon, donde son metabolizados por la
microbiota intestinal. Estos oligosacaridos se pueden considerar como prebioticos
cuando son selectivamente fermentados por microorganismos (bifidobacterias y
lactobacilos) que pueden aportar beneficios para la salud, dando lugar a la
formacion de dioxido de carbono, hidrogeno y acidos grasos de cadena corta
(AGCC). El requisito de selectividad es el mas dificil de comprobar debido a la
dificultad para demostrar la influencia del oligosacarido sobre el cambio en la
microbiota, favoreciendo el crecimiento de microorganismos beneficiosos frente a
los perjudiciales [1].

Los oligosacaridos prebidticos ejercen una serie de efectos beneficiosos tales como
aumento de la movilidad intestinal e incremento de la excreciéon fecal; proteccion
frente a infecciones de los sistemas respiratorio y urogenital asi como del tracto
gastrointestinal (Figura 1); tratamiento de la encefalopatia hepética, modulacion del
sistema inmune; actividad anticancerigena en el colon, mejora de la absorcién de
minerales, etc. Estos efectos influyen beneficiosamente en la salud, lo que hace que
los alimentos con oligosacaridos prebidticos puedan considerarse alimentos
funcionales [1,7, 8].

Adhesina

Célula del epitelio intestinal

Figura 1. Modelo de accion directa de los oligosacaridos prebidticos en la prevencién de

infecciones. (A) Las adhesinas bacterianas reconocen a los oligosacéridos receptores en

las células del epitelio intestinal. (B) Inhibicién de la adhesién bacteriana por prebidticos
con estructuras similares a los glicanos receptores [1, 7, 8]

En la década de los 80’s investigadores japoneses demostraron que determinados
oligosacaridos no digeribles eran susceptibles de ser fermentados selectivamente
por las bifidobacterias y tenian la capacidad de estimular el crecimiento de estas
bacterias tras su ingesta [9]. Pero el concepto de prebidtico fue introducido por
primera vez por Gibson y Roberfroid (1995) quienes propusieron la siguiente
definicion: “ingrediente alimentario no digerible que afecta beneficiosamente al
hospedador al estimular selectivamente el crecimiento y/o actividad de uno o un



limitado numero de especies bacterianas en el colon, y que por lo tanto mejora la
salud”. Como indica su definicion un compuesto prebidtico debe ser resistente a la
digestion y absorcién, alcanzar el intestino grueso y ser fermentado selectivamente
por microorganismos promotores de la salud como las bifidobacterias y los
lactobacilos [9,10].

Este concepto se ha ido revisando y tanto investigadores como organismos
internacionales han emitido distintas definiciones siendo una de las mas recientes
la que indicaron Roberfroid y col. (2010) como “ingredientes que producen una
estimulacién selectiva del crecimiento y/o actividad(es) de uno o de un limitado
namero de géneros/especies de microorganismos en la microbiota intestinal
confiriendo beneficios para la salud del hospedador” [11]. Existe un amplio niumero
de carbohidratos no digeribles, sin embargo no todos tienen actividad prebidtica.
Para que los ingredientes prebidticos puedan considerarse como tales y por tanto
producir estos efectos es indispensable que cumplan una serie de requisitos que se
muestran en la Figura 2.

Ser estable a las condiciones
acidas del estomago A

Estimular el crecimiento de

_ bacterias beneficiosas dentro de la
microbiota coldnica

Evadir la digestion en g
el intestino delgado

Fermentados

selectivamente en el colon * AGRT
Prs N

Figura 2. Condiciones que deben cumplir los ingredientes para ser considerados
como prebioticos [1,12]

Por otra parte, algunas de las propiedades fisico-quimicas de los oligosacaridos que
los hacen interesantes como ingredientes alimentarios son su elevada solubilidad
en agua, sus propiedades gelificantes, bajo contenido cal6rico y su menor poder
edulcorante conforme aumenta la cadena glucidica, haciéndoles, por ejemplo,
excelentes sustitutos de la grasa en formulaciones dietéticas [1,9,13].



Aunque en el mercado mundial se estdn comercializando como prebiéticos un gran
namero de carbohidratos, solamente existe evidencia cientifica de sus propiedades
en humanos para los fructanos tipo inulina y fructo-oligosacaridos (FOS), los
galacto-oligosacaridos (GOS) , la lactulosa y los oligosacaridos de leche humana
(HMO), aunque hay numerosos oligosacaridos con claras evidencias de ejercer
efecto prebidtico [14, 15]. En la Tabla 1, se muestran los prebidticos usualmente
empleados y los candidatos a serlo.

Tabla 1. Prebidticos comunes y emergentes Alimentos funcionales [16]

Tipo de oligosacaridos

Fructo-oligosacéridos (FOS)
Galacto-oligosacaridos (GOS)
Galacto-oligosacaridos/Oligosacaridos
transgalactosilados (GOS / TOS)
Prebiodticos reconocidos Inulina
Isomalto-oligosacaridos
Lactulosa
Pirodextrinas
Soja-oligosacéridos (SOS)
Genti-oligosacaridos
Gluco-oligosacaridos
Isomalto-oligosacéridos (IMO)
Lactosacarosa
Prebidticos emergentes Levanos
Oligosacaridos pécticos
Almidon resistente
Xiloligosacaridos (XOS)
Alcoholes de azucar

En general, se puede considerar que la adiciébn de prebi6ticos puede ser una
manera mas natural y econémica de modificar la flora intestinal que la adicion de
microorganismos probidticos [17].

Los oligosacéridos naturales se encuentran principalmente en la leche maternay en
varios vegetales como fructanos (por ejemplo, esparragos, cebollas, ajo y puerros),



como estaquiosa en la soja, asi como en la leche de vaca. En la leche humana, el
contenido en oligosacéridos es aproximadamente de 5-10 g/L y se han identificado
méas de 130 compuestos [18]. Aunque los beneficios que aporta el consumo de
dichos oligosacéridos son considerados Unicos, su utilizacion en la elaboracion de
alimentos a gran escala es practicamente imposible dado su escaso contenido en
las leches habitualmente empleadas en la industria (vaca, oveja, cabra, bufala)
[9,18]. Por ello existe un gran interés en el desarrollo de procedimientos de
obtencion de oligosacéaridos derivados de lactosa y de otras fuentes que presenten
propiedades prebidticas.

2.1.1 OLIGOSACARIDOS PREBIOTICOS DERIVADOS DE LA LACTOSA:
LACTITOL

La lactosa, B-D-Gal-(1—4)-D-Glc, es el principal componente del suero de queseria,
subproducto que se genera en grandes cantidades en la industria quesera. Este
carbohidrato se recupera del suero por diferentes procesos que conllevan una
concentracion, cristalizacion, separacion, refinado, secado y molienda. Para ampliar
el espectro de utilizacion, la lactosa se puede modificar quimica o enziméaticamente,
sometiéndose a reacciones de hidrolisis y transglicosilacion, oxidacién, reduccion,
isomerizacion o esterificacion, obteniendo derivados tales como lactulosa, lactitol,
acido lactobiénico, D-tagatosa, galacto-oligosacaridos (GOS), lactosacarosa,
sialillactosa o lactosil urea [1, 9, 19, 20], que se encuentran actualmente
comercializados como diferentes ingredientes bioactivos, figura 3.
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Figura 3. Obtencion de ingredientes bioactivos a partir de la lactosa [9,19]

El lactitol B-D-Gal-(1—4)-D-Glc-ol es un polialcohol disacarido que comprende una
molécula de galactosa y una de sorbitol (Figura 4). Se puede obtener mediante la
hidrogenacion catalitica de la lactosa o mediante sintesis durante la hidrolisis de la
lactosa usando 3-galactosidasas en presencia de sorbitol [9, 21]. Dado que el grupo
aldehido del residuo glucosidico se reduce al grupo hidroxilo (-OH), no produce una
reaccion de Maillard y su estabilidad al calor es mayor; tiene un bajo valor calorifico,
y su calidad de sabor es similar al de la sacarosa, por lo tanto, se utiliza como
edulcorante.

OH
OH OH
HO.

HO 0
OH OH

HO
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Figura 4. Estructura molecular del lactitol (4-O-B-d-galactopiranosil-d-glucitol)

El lactitol es conocido por sus propiedades prebidticas y encuentra muchas
aplicaciones en la produccion de alimentos [22-25]. También se utiliza para el
tratamiento de la encefalopatia hepatica [26] y estd reconocido por la EFSA



(Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria), como un sustituto de la sacarosa,
para reducir el aumento de la glucosa en sangre y evitar la desmineralizacion de los
dientes [27]. Estas propiedades son debidas a que el lactitol no es digerible y
alcanza el colon sin ser hidrolizado, estimulando el crecimiento de lactobacilos y
bifidobacterias, es decir, a su caracter prebidtico [28]. Los oligosacaridos derivados
del lactitol podrian presentar propiedades bioactivas mejoradas respecto al lactitol.

La formacion de oligosacaridos a partir de lactitol mediante una reaccion de
transgalactosilacion se ha realizado haciendo uso de enzimas (3-D-galactosidasas
de Kluyveromyces lactis, Aspergillus oryzae y B-D-galactosidasas de Bacillus
circulans como biocatalizadores [26,29, 30].

2.2. ENZIMAS B-GALACTOSIDASAS

Las B-galactosidasas (B-D-galactohidrolasa) son enzimas que hidrolizan residuos
de B-D-galactosilo de polimeros, oligosacaridos o metabolitos secundarios. Las B-
galactosidasas especificas de polisacaridos incluyen B-galactanasas, que atacan
los polimeros pécticos y las B-galactosidasas que atacan xiloglucanos. Estas
enzimas tienen dos aplicaciones principales; la eliminacién de la lactosa de los
productos lacteos para las personas intolerantes a la lactosa y la produccion de
productos galactosilados [31-33]. También es ampliamente utilizada en la industria
alimentaria para mejorar el sabor dulce, la solubilidad, el sabor y la digestibilidad de
los productos lacteos [9, 26, 34]. Las principales enzimas industriales se obtienen
de Aspergillus sp. y Kluyveromyces sp. [25, 35-37].

Estas enzimas se clasifican en la familia de glucésido hidrolasa 2 (GH-2) y glucésido
hidrolasa 35 (GH-35). Las enzimas de la familia GH-2 se encuentran
predominantemente en microorganismos, mientras que cerca del 70% de GH-35
estan presentes en las plantas [38-40], funcionan en un rango de pH relativamente
amplio dependiendo de la fuente.

2.2.1. Fuentes de enzimas B-galactosidasas

Las B-galactosidasas se encuentran en microorganismos (bacterias, hongos,
levaduras), plantas especialmente en almendras, melocotones, albaricoques,
manzanas y organos animales [41, 42]. Las B-galactosidasas estan ampliamente
distribuidas en los tejidos vegetales. Se ha demostrado que estas enzimas estan
implicadas en procesos biolégicos como el crecimiento de las plantas, la
maduracion de los frutos y la hidrdlisis de la lactosa [53, 54].



La fuente de la cual provengan las enzimas [(-galactosidasas tiene influencia en su
actividad debido a los cambios en la estructura tridimensional por ejemplo, las
enzimas bacterianas son generalmente tetraméricas o monoméricas y mucho mas
grandes que las enzimas vegetales, que son generalmente diméricas y mucho mas
pequefias [43,44]. La Tabla 2 presenta un resumen de los microorganismos
productores de p-galactosidasas de acuerdo a su fuente y algunas caracteristicas.

Tabla 2. Fuentes microbianas de B-galactosidasas [45, 46, 1]

Fuente Microorganismos productores de Caracteristicas

B-galactosidasas

Alternaria alternata, A. palmi // Tienen generalmente pH
Aspergillus foetidis, A. fonsecaeu, A. 6ptimo acido en el intervalo
niger, A. oryzae, A. carbonarius // de 2,5-5,4, por lo tanto, son

Auerobasidium pullulans // Beauveria mas eficaces para la

bassiana // Curvularia inaequalis // hidrolisis de lactosa
Fusarium moniliforme, F. oxysporum  presente  en productos
Hongos /I Mucor meihei, M. pusillus // acidos tales como suero de
Neurospora crassa // Paecilomyces leche. Son enzimas
varioti // Penicillium conescen, P. termoestables; sin
chrysogenum // Rhizobium meliloti /  embargo, son mas
Saccharopolyspora rectivirgula // sensibles a la inhibicién
Scopulariopsis sp. // Streptomyces por el producto
violaceus //Trichoderma reesei. principalmente  por la

galactosa [47].

Bullera singularis // Candida Kluyveromyces lactis es
pseudotropicalis // Saccharomyces una importante fuente
anamensis, S. fragilis // comercial de esta enzima

Kluyveromyces bulgaricus, K. fragilis, porque su habitat natural

Levaduras . , Ly
K. lactis, K. marxianus. es el medio lacteo [48, 49]
y es una de las enzimas

mas usadas en toda la



industria [25]. Las lactasas
de levadura son mas
activas en los tampones de
pH 6,0-7,0 [50].
Arthrobacter sp. // Bacillus Han sido ampliamente
acidocaldarius, B. circulans, B. utilizadas para la hidrdlisis
coagulans, B. subtilis, B. megaterium, de la lactosa debido a la

B. stearothermophilus // Bacteroides  facilidad de fermentacion,

polypragmatus // Bifidobacterium alta actividad de la enzima
bifidum, B. infantis // Clostridium y buena estabilidad [51].
acetobutylicum, C. thermosulfurogens Bifidobacterium sp. junto
/I Corynebacterium murisepticum // con Lactobacillus sp. son
Bacterias Enterobacter agglomerans, E. las bacterias mas aplicadas
cloaceae // Escherichia coli // como probidticos debido a
Klebsiella pneumonia // Lactobacill sus posibles beneficios
acidophilus, L. bulgaricus, L. para la salud, la primera ha
kefiranofaciens, L. helviticus, L. lacti, = sido elegida como
L. sporogenes, L. thermophilus, L. bacteria modelo  para

delbrueckii // Leuconostoc citrovorum  estudiar la fermentacion de
/l Pediococcus acidilacti, P. pento // la lactosa por la
Propionibacteriu shermanii // microbiota colénica [52].

Pseudomonas fluorescens // etc.

2.2.2. Mecanismo general de accion para las enzimas B-galactosidasas

Las B-galactosidasas se encuentran en cuatro familias de glucésidos hidrolasas
(GH), a saber, GH-1, GH-2, GH-35 y GH-42. Actualmente, alrededor de 1.700
hidrolasas glucosidas se asignan a GH-35 incluyendo B-galactosidasas, exo-B-
glucosaminidasas, exo-B-1,4-galactanasas y B-1,3-galactosidasas. Entre ellos, se
conocen aproximadamente 700 B-galactosidasas, pero solo 10 de ellas se han
caracterizado estructuralmente usando difraccion de rayos X. En ausencia de datos
estructurales, la informacion sobre las fuerzas estabilizadoras en el sitio activo de
una enzima se ha deducido a partir de datos espectroscépicos [55].
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La reaccion enzimatica deducida por Douglas Juers (2000) para E. coli consiste en
dos etapas quimicas, galactosilacién y degalactosilacion. La galactosilaciéon es la
primera etapa quimica en la reaccion en la que Glu461 dona un proton a un oxigeno
glicosidico, dando como resultado galactosa uniéndose covalentemente con
Glu537. En la segunda etapa, la degalactosilacion, el enlace covalente se rompe
cuando Glu461 acepta un proton, reemplazando la galactosa con agua. Dos estados
de transicion ocurren en el sitio profundo de la enzima durante la reaccion, una vez
después de cada paso. Cuando el agua participa en la reaccion, se forma galactosa;
de lo contrario, cuando otro sustrato, mas comunmente la D-glucosa actia como
aceptor en la segunda etapa, se produce transgalactosilacion. Las ubicaciones de
dichos residuos en la enzima se pueden observar en la Figura 5. Los iones de
potasio monovalentes (K*), asi como los iones de magnesio divalentes (Mg?*) son
necesarios para la actividad 6ptima de la enzima al actuar como estabilizantes. La
unién beta del sustrato se escinde por un grupo carboxilo terminal en la cadena
lateral de un &cido glutamico [56, 57].

Figura 5. Diagrama de cinta de beta-galactosidasa que muestra la ubicacién de Glu 461,
Glu 537 y Gly 794 (izq) e interaccion entre estos aminoacidos en una forma ampliada
(der) [56]

2.3. SINTESIS DE OLIGOSACARIDOS POR VIA ENZIMATICA

La sintesis de oligosacaridos puede ser catalizada por dos tipos de enzimas, las
glicosidasas, con actividad hidrolitica y de transglicosilacion, activas frente a
sustratos simples como la lactosa o la sacarosa, y las glicosil-transferasas, mas
especificas, pero que necesitan sustratos modificados como azlcares-nucledétidos
encareciendo el proceso [58]. Por este motivo, la mayor parte de los carbohidratos
prebiodticos se obtienen mediante sintesis enzimatica utilizando enzimas del primer
tipo, que suelen ser de origen microbiano, provenientes de hongos filamentosos
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(Aspergillus oryzae y A. niger), de levaduras (Kluyveromyces lactis y K. marxianus)
y de bacterias (Bacillus circulans y B. subtilis). Una de las principales diferencias de
estas enzimas es su pH 6ptimo de actuacion, siendo de 3 a 5 para las de origen
fungico y de 6 a 7 para las de levaduras y bacterias [59,1].

En las reacciones de transgalactosilacion, utilizando lactosa como unico sustrato, la
galactosa liberada durante la hidrélisis enzimatica se transfiere a la galactosa de
otra molécula de lactosa, uniéndose mediante diferentes enlaces glicosidicos 3
(1—-2), B (1—3), B (1—4), B (1—6), etc., dependiendo de la fuente de la enzima. De
esta manera se originan trisacaridos que pueden ser elongados mediante la adicién
de nuevas moléculas de galactosa; los grados de polimerizacion (GP) estan
comprendidos entre 2y 8 [25, 9, 60]. Los residuos de galactosa también pueden ser
transferidos a una glucosa para formar alolactosa, que es uno de los principales
compuestos producidos por algunas enzimas [3- galactosidasas a pH neutro [9]. Un
resumen muy general de las reacciones que llevan a cabo las enzimas [3-
galactosidasas se observa en la Figura 6.
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Figura 6. Procesos de hidrdlisis / transgalactosilacion catalizados por [3-
galactosidasas. Basado en Colinas (2013)

Estas reacciones dan lugar a mezclas complejas, dificiles de caracterizar, la
composicién de estas varia dependiendo de una serie de factores tales como el
origen del enzima, la concentracién de lactosa, la composicion del sustrato utilizado
y las condiciones de reaccion como temperatura, tiempo y pH [25, 60]. En general,
las distintas (-galactosidasas favorecen la formacion de oligosacaridos con un
enlace glicosidico caracteristico, asi la enzima de Bacillus circulans favorece el
enlace B (1—4), Kluyveromyces lactis y Aspergillus oryzae enlaces 3 (1—6). Este
hecho permite sintetizar mezclas de galacto-oligosacaridos (GOS) con distintas
propiedades fermentativas y asi potenciar la selectividad que se exige a los
prebioticos [9, 60]. El rendimiento de los oligosacaridos se puede aumentar
mediante el uso de mayores concentraciones de sustrato o la disminucion del
contenido de agua [81].
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En cuanto a la sintesis de compuestos Gal-sorbitol se han llevado sintesis
enzimaticas con B-galactosidasa de Kluyveromyces lactis encontrando 16,8% p/p
en materia seca como el mayor contenido de Gal-sorbitol utilizando una solucién al
35% (p/v) de lactosa y sorbitol (1:1). La temperatura ha mostrado un efecto minimo
sobre la cantidad del derivado de sorbitol sintetizado. Un aumento en el pH de 6,5
a 9,0 provoca un aumento del 9% en la cantidad de Gal-sorbitol y la presencia de
0,25-0,75 M de NaCl provoca un aumento del 11% en la cantidad del producto
sintetizado sin embargo, este aumento en el pH y adicion de NaCl disminuye la
veocidad de reaccion [26].

Por otro lado, méas especificamente la formacion de oligosacaridos a partir de lactitol
mediante una reaccion de transgalactosilacion se ha realizado antes, es catalizada
por B-D-galactosidasa de Aspergillus oryzae, evidenciando seis compuestos
trisacaridos que contienen una unidad de lactitol. Aunque tres de éstos se habrian
obtenido antes por reduccién de la galactosil-lactosa con borohidruro de sodio, no
se habia descrito su formacion durante la hidrolisis del lactitol. Estos oligosacéaridos
contenian enlaces B-(1—3)-, B-(1—4)-, B-(1—6), B-(1—5)- y B-(1—1) unidos a
grupos D-galactopiranosilo, potenciales para aplicaciones alimentarias vy
farmacéuticas [29].

Asi mismo, usando B-D-galactosidasa de Bacillus circulans se catalizé la
transferencia de unidades de galactosa a varios derivados de glucosa y galactosa,
formando enlaces B-(1—4). La sintesis de varios tri- y tetrasacéaridos biol6gicamente
relevantes logré rendimientos de 11-59% mediante la aplicacion de esta enzima
pero empleando lactulosa y lactitol, como sustratos donores dando lugar a los
disacaridos regioisomeros B-(1—4) y B-(1—6), en una proporcion 1:1 y de
rendimientos mucho menores de 15 y 11%, respectivamente. Al emplear el lactitol
también se han obtenido como productos secundarios y en trazas: el lactitol
monogalactosilado (Trisacarido) B-D-Gal-(1—4)- B-D-Gal-(1—4)-D-Glc-ol y el
lactitol digalactosilado (Tetrasacarido), p-D-Gal-(1—4)- B-D-Gal-(1—4)-p-D-Gal-
(1—4)-D-Glc-ol [30].

Recientemente en la sintesis especifica de oligosacaridos, se siguen diferentes
estrategias para rentabilizar el proceso, debido a que las aplicaciones de la enzima
libre fueron limitadas en los procesos industriales con respecto al problema de la
inestabilidad y la pérdida rapida de la actividad catalitica durante los periodos de
operacion y almacenamiento que pueden ser debidos a una autdlisis del despliegue
0 agregacion de la proteina, ademas la eliminacion de la enzima libre de la mezcla
de reaccion para evitar la contaminacion del producto [61, 62]. Presentandose la
inmovilizacion de enzimas sobre diferentes tipos de soportes como posible solucion,
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donde la enzima inmovilizada retiene la actividad bioquimica basica del catalizador
libre mientras se asumen las caracteristicas fisicas del soporte.

2.4. INMOVILIZACION DE ENZIMAS B-GALACTOSIDASAS

La inmovilizacion de enzimas es una técnica ampliamente utilizada en aplicaciones
industriales, ya que presenta ventajas tales como: aumento de la estabilidad de las
enzimas, posibilidad de re-utilizacién del biocatalizador y aplicacion en sistemas
continuos. Las enzimas inmovilizadas se han utilizado principalmente en la
produccion de alimentos, productos farmacéuticos y otros productos biolégicamente
importantes [63 - 66].

La inmovilizacién se define como una unién o el atrapamiento de un biocatalizador
en una fase distinta o separada que permite el intercambio de la fase donde se
dispersan y/o monitorizan las moléculas de sustrato y/o inhibidor [67]. La
inmovilizacién enzimatica se ha estudiado durante varios afos, lo que indica un
interés continuo en esta area [68 - 70]. Esto es probablemente debido a los
beneficios conocidos de la inmovilizacién enzimatica y el deseo de mejorar las
matrices y métodos de inmovilizacién [71, 72]. Los requisitos exactos para la matriz
de inmovilizacién estan dictados por el tipo de enzima y la aplicacion prevista,
siendo el material no degradable y compatible con las enzimas. El proceso de
inmovilizacion también debe ser lo suficientemente suave; debido a que se debe
unir tanta enzima como sea posible al soporte pero durante el procedimiento de
inmovilizacion, la enzima no se debe desnaturalizar [73, 74], lo cual conduce muy a
menudo a un aumento de la resistencia de las enzimas contra diversos factores
desnaturalizantes tales como pH extremo, temperatura, elevada fuerza ibnica,
desnaturalizantes quimicos, proteasas, etc.

La inmovilizacion elimina ademas las etapas de purificacion posteriores y también
disminuye el coste del catalizador de B-galactosidasa en la industria alimentaria [75].
Ademas, elevados rendimientos de inmovilizacidn, expresion de alta actividad de la
enzima unida y estabilizacién frente a la inactivaciébn por varios parametros
desnaturalizantes son algunos de los puntos importantes que determinan el éxito de
cualquier procedimiento de inmovilizacion en la industria [76]. La Figura 7 muestra
varios de los métodos usados actualmente.

14



1. Adsorcién 2. Enlace Covalente

-

UNION A UN SOPORTE % 3

3. Atrapamiento

UNION A UNA MATRIZ —
P il a5

5. Entrecruzamiento

ENTRECRUZAMIENTO Ed e
? 7 . W
o &

Figura 7. Métodos de inmovilizacién de enzimas. Basado en [77]

La Tabla 3 describe las caracteristicas principales y algunos ejemplos de los
mecanismos de inmovilizacion mostrados en la figura anterior.

Tabla 3. Mecanismos de inmovilizacion de enzimas

Mecanismo Descripcion

Este método se basa en la adsorcion fisica de la enzima en la superficie de los
portadores insolubles en el agua. Hay poco o ningun cambio conformacional de
la enzima ni la destruccion en su sitio activo tiene lugar. Normalmente no se
requieren reactivos y s6lo un minimo de pasos de activacion para el proceso de
adsorcion. El procedimiento es simple y poco costoso [73, 78]. Algunos de los

adsorbentes usados frecuentemente para la adsorcion incluyen particulas

Adsorcion

magnéticas, alumina, bentonita, carbono, carboximetil celulosa, colageno,
DEAE (Dietilaminoetil) celulosa, DEAE sephadex, vidrio, gel de silice, etc. [79,
80, 58]. Se ha utilizado la adsorcién de -galactosidasa en superficies para la

hidrdlisis de lactosa en industrias alimentarias [81,82].
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Enlace Covalente

Atrapamiento

Microencapsulacion

La union covalente es un método estable y permanente por el enlace entre el
soporte y la enzima, que evita la elucion de proteina en la solucién. Esto permite
una gran flexibilidad en el disefio de una enzima inmovilizada con propiedades
fisicas y quimicas especificas, tales como distribucion de carga, relacién
hidrofoba / hidréfila, separacion del brazo, etc. [83]. Sin embargo, los métodos
covalentes son relativamente caros y complicados. A veces, el sitio activo de
las enzimas puede modificarse a través de las reacciones quimicas utilizadas
para crear enlaces covalentes [84]. Se han realizado inmovilizaciones
covalentes de B-galactosidasas sobre diferentes materiales como silice,
agarosa, tela de algodén, membranas de ultrafiltracion, etc. Usualmente se
funcionaliza el soporte con glutaraldehido como reactivo enlazante [85 - 90].
El atrapamiento de enzimas se define como la captura de enzimas en las
reticulaciones de un gel semipermeable o en una red polimérica de matrices.
Conserva una actividad enzimatica muy alta y no requiere ninguna reaccion
guimica que conduzca a la inactivacion de la enzima. La principal limitacién es
gue la enzima atrapada no puede interactuar con sustratos de alto peso
molecular que son incapaces de difundir dentro de la matriz. Por consiguiente,
s6lo pueden llevarse a cabo reacciones con reactantes y productos
relativamente pequefios [58]. Con el fin de evitar la lixiviacion de enzimas se
ha llegado a la reticulaciéon de estas utilizando reactivos bifuncionales o
multifuncionales, preparacién de lectina insoluble o la adsorcién de enzima

sobre particulas de finas [92, 93, 58].

El tipo de microcapsulas implica un atrapamiento dentro de una membrana
semipermeable para la inmovilizacién de biomoléculas dentro de huéspedes
minerales tales como gel de silice. La preparaciébn de microcapsulas
enzimaticas requiere condiciones extremadamente controladas. El
biopolimero debe proporcionar un ambiente adecuado para la
microencapsulacion de enzimas. La eleccion de una encapsulacién ayuda en
la eficiencia y preservacion de la actividad catalitica [58]. La
microencapsulacion de las B-galactosidasas en los liposomas puede ser Util
para superar la deficiencia del sabor de la leche de lactosa hidrolizada y

protegiéndolas de la inactivacion por protedlisis [94, 58].
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La reticulacion se basa en la formacién de enlaces covalentes entre moléculas
de enzima, mediante reactivos bifuncionales o multifuncionales, dando lugar a
agregados tridimensionales reticulados. Se produce muy poca desorcion ya
que la enzima esta fuertemente unida sin necesidad de soporte de
inmovilizacion. Sin embargo, la reticulacion puede causar cambios significativos
en el sitio activo de las enzimas y también severas limitaciones de difusion que

pueden conducir a una pérdida significativa de actividad. El reactivo mas

Entrecruza-miento
o Reticulacion

comunmente utilizado para la reticulacion incluye glutaraldehido, ademas de
acido 2,2'-disulfénico bis-diazobenzidina; diazobenzidina;
hexametilendiisocianato, etc. [58].

2.5. SINTESIS DE OLIGOSACARIDOS POR ENZIMAS B-GALACTOSIDASAS
INMOVILIZADAS

La sintesis de oligosacaridos con enzimas inmovilizadas se ha usado
principalmente en la produccién de galacto-oligosacéaridos (GOS), por ejemplo, la B-
galactosidasa parcialmente purificada de Bullera singularis inmovilizada sobre tela
de algodon tosilato se uso6 para la produccién continua de GOS a partir de lactosa,
logrando una produccion maxima del 27% (p/p) de GOS/lactosa inicial, con una
conversion de lactosa del 50% con 500 g/L de concentracion inicial. Los trisacaridos
fueron los tipos principales de GOS formados, representando mas del 70% del GOS
total producido en las reacciones. También la B-galactosidasa de A. oryzae
inmovilizada con quitosano dié un rendimiento méaximo de trisacéaridos (17,3% del
azucar total) usando 20% (p/v) de lactosa, en 2 horas en comparacion con 10% con
enzima libre [81].

Ademés, se ha estudiado un sistema de enzimas inmovilizadas utilizando
polietilenimina (PEI), glutaraldehido (GA) y tela de algod6n, comparando la
produccion de galactooligosacaridos en la ultrafiltracion de enzimas libres y en
sistemas de enzimas inmovilizadas; encontrando en el proceso de inmovilizacion,
aproximadamente un 50% a un 90% de inactivacion enzimética con la combinacién
de PEl y GA. Y los sistemas enzimaticos libres e inmovilizados mostraron una
produccion de GOS maxima muy similar de aproximadamente 22% y 20% (p/v) a
los 15 y 17 minutos con una conversion del 50% para sistemas libres e
inmovilizados, respectivamente [81].

Recientemente, se ha propuesto un nuevo tipo de sistema de reactor de membrana
ceramica que utiliza B-galactosidasa de Kluyveromyces lactis inmovilizada para la
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produccién enzimatica continua de GOS a partir de lactosa, que dio como resultado
un méximo de 38% (p/p) cuando el tiempo de residencia promedio fue de 24
minutos, con una concentracion de lactosa inicial del 30% (p/p) [81].

Se ha determinado ademas la influencia de los parametros texturales del solido y la
naturaleza quimica de sus paredes, ademas del tamafo y forma de los poros (tipo
canal o tipo caja y ventana) son fundamentales a la hora de lograr una inmovilizacién
mas efectiva [90]. Asi mismo, la actividad de la enzima inmovilizada depende
fuertemente del tamafio de particula de los soportes, puesto que a medida que
tamafio aumenta, la actividad enzimética disminuye fuertemente [96]. Por ende se
han empezado a usar materiales mesoposoros ordenados (MMQO) como soportes
para enzimas (-galactosidasas.

2.5.1. En Soportes Mesoposoros Ordenados: MCM-41

En el afio 1992, un grupo de investigadores de la empresa Mobil Oil publicé una
ruta de sintesis que conducia a una familia de Materiales Mesoporosos Ordenados
(MMO) que fue bautizada y patentada con el nombre M41S. Estos silicatos y
aluminosilicatos se caracterizan por poseer un sistema poroso ordenado con una
estrecha distribucién de diametros en el rango del mesoporo, que segun la IUPAC
son poros entre 2 y 50 nm, acompafiados de elevada area superficial y volumen de
poro definido [90, 95].

Desde su descubrimiento, los MMO se han postulado como excelentes soportes de
inmovilizacién de biomoléculas y los pioneros trabajos de Balkus y Diaz (1996) se
han probado con una gran variedad de enzimas; por ejemplo, se ha estudiado el
comportamiento de enzimas lipasas inmovilizadas covalentemente sobre materiales
mesoposoros ordenados (MMO) como MCM-41, SBA-15 y KIT-6 funcionalizados
con més de un reactivo enlazante [96].

En términos generales, para la sintesis de un MMO la disolucion micelar de un
surfactante o tensioactivo se lleva al pH deseado, acido o béasico dependiendo de la
naturaleza del surfactante y tras un tiempo de equilibrado se afiade el precursor de
silicio, generalmente un alcéxido, que suele ser tetraetilortosilicato (TEOS) o
tetrametilortosilicato (TMOS) en la mayoria de los casos [91,96]. Este proceso se
puede ver de una forma sencilla en la Figura 8.
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Figura 8. Pasos de sintesis de soportes mesoporosos ordenados. Basado en [96]

Tras un periodo de tiempo variable, durante el cual se produce un precipitado blanco
que es ya el precursor de MMO, se introduce la muestra en autoclaves y se somete
a un tratamiento hidrotermica que suele desarrollarse en torno a 100°C por un
tiempo variable, normalmente no inferior a 24 horas. Esto promueve la
condensacion del 6xido de silicio en las paredes, reduciendo el nUmero de silanoles
(especies sin condensar Si-OH) y mejorando la calidad del material en general, su
estabilidad hidrotermal y su grado de ordenamiento. Una vez filtrado y secado, el
polvo blanco obtenido se somete a una calcinacion a alta temperatura bajo una
corriente de aire, con el objetivo de eliminar el surfactante del interior y obtener
finalmente un material ordenado y poroso.

Sin embargo, las paredes de los MMOs asi preparados son de naturaleza amorfa y
carecen del ordenamiento cristalino tipico de los materiales zeoliticos. Esto hace
gue tanto la superficie de los poros como las paredes internas estén repletas de
defectos estructurales, formados por grupos silanol que no han condensado durante
el tratamiento térmico. La presencia de estos grupos permite la sencilla
funcionalizaciébn de los MMO con una gran variedad de grupos funcionales,
incluyendo cadenas hidrofébicas suponiendo una mejora sobre las silices amorfas
preparadas por métodos sol-gel gracias a sus propiedades texturales [90, 96].

En el caso de la familia M41S el material mas estudiado y utilizado es el MCM-41,
formado por un empaquetamiento de canales unidireccionales en geometria
hexagonal que satisfacen la simetria impuesta por el grupo plano p6mm. Posee
areas superficiales préximas a los 1000 m?/g, volimenes de poro mayores a 0.8
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cm?®/g y un didmetro muy uniforme y facilmente ajustable entre 1,5y 10 nm, aunque
tipicamente en torno a 4 nm [90,97].

El soporte MCM-41 sintetizado por el método de Aldrich fue caracterizado por
Usurriaga (2015). Hallando un area superficial de 1108 m?/g, tamafio de poro de
31,2 A y volumen poroso de 1,09 cm3/g; este soporte fue usado para la
inmovilizacion covalente de la B-galactosidasa comercial Lactozym®6500 de
Kluyveromyces lactis para la hidrélisis de lactosa presente en muestras de leche,
obteniendo resultados prometedores y evidenciando reusabilidad de hasta cinco
ciclos [91]. Siendo el unico trabajo donde se inmoviliza una B-galactosidasa en un
MMO, abre paso a otras investigaciones basadas en posibles aplicaciones de -
galactosidasas inmovilizadas en MCM-41 como la sintesis de oligosacaridos
prebridticos.

2.6 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Consecuentemente con los antecedentes presentados, se lleva a cabo en este
trabajo la inmovilizacién covalente de la B-galactosidasa comercial Lactozym®6500
de Kluyveromyces lactis y ademas de Biolactasa NTLx2, -galactosidasa comercial
de Bacillus circulas en el soporte MCM-41 considerando que éstas enzimas en
forma soluble se han utilizado para obtener derivados galactosilados del lactitol y
que este proceso podria resultar mas rentable inmovilizando este tipo de enzima en
un soporte mesoporoso ordenado. De esta manera, se busca innovar en la sintesis
de oligosacaridos por una via enzimatica centrada en la reaccion de
transgalactosilacion en lugar de la de hidrdlisis donde se usa como Unico sustrato
el derivado de la lactosa, lactitol. En conjunto, con la obtencion de nuevos
oligosacaridos a partir del lactitol se podrian proporcionar carbohidratos
multifuncionales posiblemente con una metabolizacion mas lenta y por lo tanto,
actividad prebiotica. Con este propdésito se lleva a cabo un importante estudio de la
inmovilizacién de enzimas [-galactosidasas en soporte tipo MCM-41 para sintetizar
oligosacaridos derivados del lactitol segun los siguientes objetivos.
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3.0BJETIVOS

3.1. OBJETIVO GENERAL

Sintesis de oligosacaridos derivados del lactitol mediante transgalactosilacion a
partir de la enzima B-galactosidasa comercial Lactozym®6500 (Kluyveromyces
lactis) inmovilizada en el soporte mesoporoso MCM-41.

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

# Inmovilizar la enzima B-galactosidasa K. lactis (Lactozym®6500) comercial
sobre soportes de 6xido de silicio mesoporoso tipo MCM-41 mediante enlace
covalente teniendo en cuenta el grado de inmovilizacion y la actividad de la
enzima inmovilizada.

# Sintezar oligosacaridos derivados del lactitol (LaOS) con la B-galactosidasa
comercial inmovilizada en el material mesoporoso utilizando lactitol como

Unico sustrato.

# Cuantificar y caracterizar los oligosacaridos aislados derivados del lactitol
con posible actividad biol6gica mediante la técnica CG-FID.
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4. SECCION EXPERIMENTAL
4.1. PREPARACION DEL BIOCATALIZADOR (B-GALACTOSIDASA/ MCM-41)

4.1.1. Activacioén del soporte MCM-41

El soporte MCM-41 (Sigma-Aldrich) se sometié a un proceso de activacion que
consto de varios pasos sucesivos cada uno con condiciones de reaccion especificas
como se expone en la Figura 9, siguiendo el protocolo de Usurriaga (2015)
adaptandolo a microescala y optimizando tiempos y temperaturas de secado. Se
inicié por pesar 500 mg = 1 mg de soporte MCM-41 a los cuales se les adicionaron
5mL de HNO3,10%, dejando evaporar por 30 minutos a 80°C, luego el soporte se
lavé con agua MilliQ usando un filtro de 0,2 um, dejando secar a 50°C por 1 hora.
Posteriormente se afiadié 10 mL de 3-aminopropil trietoxisilano (APTES),15% en
acetona, dejando evaporar a sequedad a 50°C para luego lavar con acetona:agua
MilliQ (1:3), usando un filtro de 0,2um y dejando secar a 50°C por 30min. Por ultimo,
se agregan 7 mL de glutaraldehido, 2.5%, dejando en agitacion por 2 horas para
finalmente lavar con buffer de sintesis el MCM-41 activado usando filtro de 0,2umy
dejando secar a 50°C por 2 horas.

1

2 3 4

MCM-41 MCM-41, luego HNO; MCM-41, luego APTES MCM-41 Activo,
c luego Glutaraldehido

Figura 9. Esquema activaciéon del soporte MCM-41
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4.1.2. Purificacion de las enzimas B-galactosidasas

Para purificar las enzimas comerciales se utilizaron columnas PD-10
desalinizadoras desechables pre-empaquetadas que contenian 8,3 mL de
Sephadex™ G-25 Medium, siguiendo el protocolo de uso de las columnas [98] y
Usurriaga (2015) [91]; se uso0 buffer pH 7 de fosfato de sodio a una concentracion
0,05M que contiene cloruro de magnesio 0,005M denominado Buffer de sintesis
para como fase movil. Las soluciones recolectadas correspondian a una dilucién
enzima/buffer de sintesis 2,4 mL/3,5 mL para la enzima comercial de
Kluyveromyces lactis Lactozym®6500 y 1,2 mL/3,5 mL para Biolactasa NTLx2,
enzima comercial de Bacillus circulas, las cuales fueron los dos tipos de enzimas a
inmovilizar. La relacidbn enzima/buffer de sintesis fue mayor para la Biolactasa
NTLx2 debido a que presentaba una mayor densidad y por ende mayor dificultad
para eluir.

4.1.3. Inmovilizacién covalente de enzimas B-galactosidasas purificadas

El proceso inmovilizacién de las enzimas purificadas en el soporte mesoporoso
activado fue de tipo covalente y se realizé siguiendo la metodologia reportada en
Usurriaga (2015) y nuevamente adaptandolo a microescala como se muestra en la
Figura 10, donde se pesan 500 mg = 0,1 mg de soporte activo a los cuales se les
adicionan 5 mL + 0,01mL de enzima purificada y se dejan en agitacion a temperatura
ambiente por 14 horas. Luego el sdlido se lava con suficiente buffer de sintesis
usando un filtro 0,2 um y se almacena en nevera para su posterior analisis. Donde
se tendria una concentracion esperada de 10 yuL de enzima por mg de soporte
activo.

Figura 10. Proceso de inmovilizacion de 3-galactosidasas en MCM-41
funcionalizado



4.2. CARACTERIZACION DE LA OBTENCION DEL BIOCATALIZADOR

4.2.1. Caracterizacion del soporte activado
4.2.1.1. Analisis de espectroscopia infrarroja (FT-IR)

Se tomaron tres muestras correspondientes a los cuatro tipos solidos obtenidos en
proceso de activacion, Figura 9; y se almacenaron para su posterior andlisis por
espectroscopia infrarroja con transformada de Fourier. Esta técnica utilizada
para la identificacion de compuestos mediante la frecuencia de vibracion de los
enlaces quimicos y es de gran utilidad en la caracterizacion de materiales
mesoporosos ya que confirma la efectividad de los procesos de extraccion
realizados para la eliminacion del surfactante, y permite dar informacién acerca de
los grupos Si-O presentes [99]; ademas de diferentes grupos funcionales. La regién
de infrarrojo medio, se encuentra aproximadamente entre 670 y 4000 cm™, y suele
ser utilizada para la determinacion de los picos mas relevantes en los soportes de
silice mesoporosa [91].

Los solidos se ubicaron en el accesorio de ATR, el cual funciona mediante la
medicion de los cambios que se producen en un haz de infrarrojos reflejado
internamente cuando el haz entra en contacto con una muestra; eliminando la
preparacion de las mismas y por ende posibles errores. El analisis se realizé en un
espectrofotometro IR Nicole is10 Thermo Scientific provisto del accesorio de
muestreo con reconocimiento automatico ATR Smart iTR™ y el software OMINIC.
El nimero de barridos fue de 64 a una resolucion de 16 s/cm.

4.2.2. Caracterizacion de enzimas B-galactosidasas libres purificadas
4.2.2.1. Determinacion de la actividad enzimatica (Método de DNS)

La actividad de las B-galactosidasas utilizadas, Lactozym®6500 y Biolactasa
NTLx2, sobre el sustrato lactitol se determiné mediante la medida de azlcares
reductores liberados en la reaccion de hidrdlisis, en este caso, galactosa. El método
se basa en una reaccion redox, donde se utiliza acido 3,5-dinitrosalicilico (DNS), de
color amarillo, para provocar la oxidacién de los azucares y al mismo tiempo su
propia reduccién endotérmica a 3-amino-5-nitrosalicilico, color rojo ladrillo [100,
101]; cuya presencia puede determinarse espectofotométricamente a 540nm.

Para ello se incubaron a 50°C y 1400 rpm por 2 horas preparados enzimaticos de
20 pL/mL de concentracion, en 1 mL de una solucién de lactitol a una concentracion

24



de 250 mg/mL en tampdn de fosfato sodico 0,05M y 0,005M de MgCl2 y pH 7;
realizando tomas de muestras cada 15, 30, 60 y 120 minutos, las cuales se
inactivaban con 5 minutos en bafio de agua en ebullicibn. A cada una de las
muestras recolectadas se tomaron 20 pL a los cuales se les afiadieron 80 pL de
agua Milli Q y 100 uL de solucion de DNS; esta mezcla se mantuvo en un bafio de
agua en ebullicibn durante 5 minutos, para que se desarrollara la reaccion y
posteriormente se enfrié rapidamente en bafio de hielo, para detener la reaccion. A
continuacion, se afadieron 750 pL de agua y se transfieren a una placa
multipocillos para la lectura a 540 nm. En todos los casos se prepararon muestras
control o blanco con enzimas a iguales concentraciones, pero previamente
inactivadas.

La curva de calibrado se construyé con patron de galactosa de concentraciones
entre 0,03 a 10 mg/mL para determinar la cantidad de este compuesto liberado. El
ensayo se realizd por triplicado y finalmente, se calcul6 la actividad enzimética
teniendo en cuenta que la unidad (UE) se define como la cantidad de enzima que
libera 1 umol de galactosa por mL y por minuto a 50°C y pH 7. La solucién de DNS
se prepara afiadiendo 1 mg del &cido 3,5-dinitrosalicilico en 50 mL de agua tibia,
luego, 20 mL de NaOH 2M mientras se agita y 30 g de tartrato de sodio y potasio
(Sal de Rochelle) para posteriormente llevar el volumen a 100 mL.

4.2.2.2. Medida del contenido de proteina (Método de Bradford)

El contenido en proteina de los preparados comercial de las B-galactosidasas
utilizadas, Lactozym®6500 y Biolactasa NTLx2, se determind mediante el método
colorimétrico del Bradford; el cual utliza un colorante hidrofébico, azul de
Coomassie, cuyas disoluciones acuosas en presencia de acido fosforico tienen un
color pardo y que, al encontrarse en el entorno hidrofébico, al unirse a la proteina,
origina un color azul intenso que se puede medir espectrofotométricamente a 595nm
[102].

Se prepararon tres diluciones de los preparados enzimaticos de p-galactosidasas a
1/10, 1/50 y 1/100. De cada dilucion se tomaron 30 pL y se afadieron 600 pL de la
solucion Bio-Rad, agitandose en vortex y dejandose 5 minutos a temperatura
ambiente y en oscuridad. Posteriormente se adicionaron 300 uL de la mezcla en la
placa multipocillos y se lee la absorbancia a 595 nm. Paralelamente se construyo
una recta de calibrado con albimina sérica bovina (BSA) de concentraciones entre
0,8 y 0,016 mg/mL. El ensayo se realizd por triplicado. Asi se calculd la
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concentracion de proteina en mg/mL de enzima que permite determinar la actividad
especifica UE/mg proteina. La solucion Bio-Rad se preparé haciendo una disolucién
1:2 del BioRad Protein Assay Dye Reagent comercial y agua Milli Q.

4.2.3. Caracterizacion de enzimas B-galactosidasas inmovilizadas
4.2.3.1. Actividad unida al Soporte (Método de DNS)

La eficiencia esta dada por la actividad que presenta la enzima (-galactosidasa
luego de la inmovilizacién, puesto que se necesita asegurar la no desnaturalizacion
de las enzimas o dafio sobre su sitio activo en este proceso. La actividad enziméatica
se determiné mediante el método del acido 3,5-dinitrosalicilico (DNS) teniendo en
cuenta que la unidad (UE) se define en este caso como la cantidad de enzima
inmovilizada que libera 1 umol de galactosa por mg de biocatalizador y por minuto
a 50°C y pH 7. Para ello se realizé el mismo procedimiento que el descrito en la
seccion 4.2.2.1, pero haciendo uso de 20 mg de Lactozym®6500/MCM-41 y
Biolactasa NTLx2/MCM-41 que corresponden segun el grado de inmovilizacion a la
enzima libre.

El ensayo se realizd por triplicado y la recta de calibracién se construyé como se
menciono anteriormente usando patron de galactosa. De esta manera se calcula la
actividad enzimética (UE) en mg de biocatalizador y se halla la eficiencia que
corresponde al porcentaje que representa en comparacién con la actividad
enzimatica (UE) en estado libre a esa misma concentracion aparente.

4.2.3.2. Proteina unida al Soporte (Método de Bradford)

El porcentaje de inmovilizacion esta dado por la cantidad de enzima que se logro
enlazar al soporte, este valor puede ser dado por la cantidad de proteina, en esta
caso, el contenido de proteina presente en el sélido MCM-41 luego del proceso de
inmovilizacion, el cual, se determindé mediante el método colorimétrico del Bradford
usando las soluciones y método descrito en la seccion 4.2.2.2; pero en este caso
se disolvieron en 1mL de buffer de sintesis cantidades de 5 mg, 10 mg y 20 mg de
los biocatalizadores. De cada dilucion se tomaron 30 L y se afiadieron 600uL de la
solucion Bio-Rad, agitandose en vortex y dejandose 5 minutos a temperatura
ambiente y en oscuridad. Posteriormente se adicionan 300uL de la mezcla en la
placa multipocillos y se lee la absorbancia a 595nm.
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El ensayo se realizo6 por triplicado y la recta de calibracidén se construy6 de la misma
manera usando albimina sérica bovina (BSA). De esta manera se calcula la
concentracion en mg de proteina en mg de biocatalizador y el porcentaje que
representa en comparacion con los mg de proteina presente en la enzima en estado
libre a esa misma concentracidén aparente.

4.3. SINTESIS ENZIMATICA DE OLIGOSACARIDOS DERIVADOS DEL
LACTITOL

4.3.1. Usando enzimas B-galactosidasas libres

Para ello se incubaron a 50°C y 1400 rpm por 24 horas, preparados enzimaticos de
diferentes concentraciones, Tabla 4; en 1mL de una solucion de lactitol comercial
distribuido por Carbosynth Limited® a una concentracion de 250 mg/mL en tampon
de fosfato sédico 0,05M y 0,005M de MgClz y pH 7; tomando alicuotas de 200 L
cada 0,5; 1,0; 3,0; 6,0 y 24 horas, las cuales se inactivaban con 5 minutos en bafio
de agua en ebullicion y se guardaban en congelacion para la derivatizacion y el
posterior analisis mediante cromatografia de gases. Un diagrama general de esto
se encuentra en la Figura 11.

Tabla 4. Enzimas libres usadas en sintesis de LaOS y sus concentraciones

Nombre comercial Fuente Concentracion (uL/mL)
Lactozym®6500 Kluyveromyces lactis 10y 20
Biolactasa NTLx2 Bacillus Circullans 10y20
ATY R

1mL lactitor
250m_g/mLf B- ) 50°C 1400rpm 24h
galactosidasa libre 0

. soportada
‘ec0°

Figura 11. Diagrama de la sintesis de oligosacaridos derivados el lactitol (LaOS)
4.3.2. Usando B-galactosidasas inmovilizadas

La sintesis se realiz6 usando los biocatalizadores inmovilizados obtenidos en la
seccion 4.1.3, usando 50 mg de cada uno que corresponden a la enzima libre segun
el grado de inmovilizacion. Estas fueron incubadas a 50°C y 1400 rpm por 24 horas,
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en 1 mL de una solucion de lactitol comercial distribuido por Carbosynth Limited® a
una concentracion de 250 mg/mL en tampon de fosfato sddico 0,05 M y 0,005 M de
MgClz2 y pH 7; realizando tomas de alicuotas de 100 pL cada 0,5; 1,0; 3,0; 6,0 y 24
horas, las cuales se inactivaban con 5 minutos en bafio de agua en ebullicion y se
guardaban para la derivatizacidon y el posterior analisis mediante cromatografia de
gases, de la misma manera que con las enzimas libres.

4.3.3. Evaluacion de redsos

Se realizaron reacciones de sintesis continuas, tipo batch, usando 20 mg
de Lactozym®6500/MCM-41 y 20 mg Biolactasa NTLx2/MCM-41 debido a que fue
la cantidad con la cual se hizo el célculo inicial de la actividad enzimatica. Esta
cantidad de enzimas inmovilizadas se incubé a 50°C y 1400 rpm por 2 horas en 1
mL de una solucion de lactitol a una concentracion de 250 mg/mL en tampdn de
fosfato sodico 0,05M y 0,005M de MgClz y pH 7; una vez transcurrido el tiempo se
retiraba del medio de reaccion y se centrifugaba por 3 minutos a 10.000 rpm y el
sobrenadante se guardaban en nevera para la subsiguiente medicién de azlcares
reductores por el método de DNS y por otro lado, el solido se lavdé con 1 mL de
buffer de sintesis y bien, se iniciaba de nuevo el proceso de sintesis y si era el caso
se almacenaba en nevera. La Figura 12 resume el proceso llevado a cabo en esta
seccion.

10-20mg

. Enzima
3min inmovilizada

10.000rpm + 1 mL Lactitol

Centrifugar

Incubar
50°C y 1400rpm

Figura 12. Diagrama para la Re-utilizacion de los biocatalizadores sintetizados
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Los diagramas de esta seccion fueron disefiados y hechos en SmartArt Microsoft®
Word® 2013 MSO parte de Microsoft Office Professional Plus 2013 especialmente
para este trabajo y se usaron imagenes originales de los procesos que fueron
realizados. Las estructuras y reacciones se realizaron usando el programa
ACD/ChemSketch (Freeware 2012) ACD/Labs®.

4.4. CUANTIFICACION DE LOS PRODUCTOS DE SINTESIS

El analisis de los oligosacaridos obtenidos en las mezclas de sintesis se realiz6 por
cromatografia de gases (GC) siguiendo el método descrito por Ruiz-Matute (2012).
Para ello se tomaron alicuotas de 20 pL que contenian 5 mg de carbohidratos de
las mezclas de reaccién y se llevaron a un matraz de corazén junto a 400 uL de B-
fenilglucésido, utilizado como patrén interno (P1), preparado a una concentracion de
0,5 mg/mL. En el caso de las muestras blanco se tomaron alicuotas de 50 uL luego
de hacer una disolucion 1/10. Estas mezclas, se llevaron a sequedad en un
rotavapor, a 40°C. Para formar las trimetilsilii oximas (TMSO) derivados de los
carbohidratos, se siguieron las siguientes etapas:

a. Adicion de 250 pL de cloruro de hidroxilamina al 2,5% en piridina, seguido de
dos etapas de 15 min de incubacién en estufa a 70°C.

b. Adicién de 250 pL de hexametildisilaxano y 25 uL de &cido trifluoroacético,
seguidos de un periodo de 30 minutos de incubacion en estufa a 50°C.

Estas reacciones se realizaron con agitacion intensa para garantizar una correcta
formacion de los derivados. Por udltimo, se centrifugd la muestra a 10.000 rpm
durante 3 minutos y se recogio el sobrenadante en un vial para ser inyectado en el
cromatografo. La cuantificacion de los carbohidratos se realiz6 por el método del
patrén interno y para calcular los factores de respuesta (f) se prepararon mezclas
de patrones de galactosa (monosacaridos), sacarosa (disacaridos), rafinosa
(trisacéaridos), sorbitol y lactitol a distintas concentraciones de (2-0.005 mg/mL) y B-
fenilglucésido (PI, 0.2 mg).

El andlisis se llevd a cabo utilizando un cromatografo de gases (Agilent
Technologies) equipado con un detector de ionizacion de llama (FID) y empleando
nitrégeno como gas portador a un flujo de 1 mL/min. Se utilizé una columna capilar

29



(SGE HT5 Aluminum Clad Fused Silica Capillary Column), de dimensiones 12 m x
0,32 mm x 0,10 um (North Harrison Road, Bellefonte, EEUU). La temperatura del
inyector fue de 280°C y la del detector 385°C. La temperatura inicial del andlisis fue
150°C y la final 300°C, con una rampa de temperatura de 3°C/min. La adquisicion y
el tratamiento de los datos se llevaron a cabo utilizando el software Agilent
ChemStation (Wilmington, DE, EEUU) [9, 91, 103, 104].

30



5. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1 OBTENCION Y CARACTERIZACION DEL BIOCATALIZADOR
(B-GALACTOSIDASA /MCM-41)
5.1.1 Caracterizacién del soporte activado

El proceso de activacion del soporte, constd de varias etapas de reaccion sucesivas
con condiciones especificas, en la Figura 13 se esquematiza la secuencia sintetica
usada para la activacion del soporte MCM-41 descrita en fia seccion 4.1.1.
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SOPORTE ACTIVADO

Figura 13. Reacciones del proceso de activacion de MCM-41

En el primer paso de reacion se liberan los grupos hidroxilo del soporte mesoposoro
por adicion de acido fuerte y temperatura, en una segunda etapa estos grupos
reaccionan con los grupos etoxi del 3-aminopropil trietoxisilano (APTES) uniendose
esta molécula al soporte y quedando el grupo amino libre, que finalmente el cual
reacciona con el siguiente reactivo, el glutaraldehido, que se une al soporte por el
ataque nucleofilico del nitrégeno al carbono del grupo carboxilo formando una imina
y dejando el grupo aldehido como grupo funcional del soporte en estado activo. Para
analizar el proceso de activacion se realizaron mediciones IR-FT a muestras
tomadas al inicio y final de la activacion ademas de en medio de cada paso;
buscando confirmar los cambios en grupos funcionales segun las reacciones. Los
espectros encontrados se evidencian en la Figura 14.
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Figura 14. Espectros IR para la activacion de MCM-41.

El espectro (1) de MCM-41 sin funcionalizar muestra una banda a 3380 cm™ de
poca intensidad asociada a la vibracién de tesion de grupos Si-OH y -OH que
corresponderia a agua remanente cuya presencia se corrobora por la banda en
1633 cm* que corresponde a la flexiéon de los enlaces H-O-H [91, 105]. Ademas
presenta bandas caracteristicas de silice mesoporosa como la banda intensa en
1052 cm* atribuida al estiramiento de los enlaces Si-O-Si ademas en 795 y 961
cm! bandas caracteristicas para la flexién de enlaces tipo silanol Si-OH [106]. Por
esto, en el espectro (2) de MCM-41 activado con &cido, se observa una mayor
intensidad en estas bandas evidenciando una mayor cantidad de grupos silanoles
libres en el soporte. Se observa ademas el solapamiento de la banda 1043 cm™
probablemente con la banda que aparecia en 961 cm™, debido a la disminucién de
los enlaces Si-O-Si y al aumento de los Si-OH; esto se comprueba también con el
ligero desplazamiento de ésta banda hacia menores longitudes de onda.

En el espectro (3) de MCM-41 luego de la adicibn APTES se observan bandas a
1634, 1039, 788 y 684 cm™ propias de la silice ligeramente disminuidas y bandas
extras en 3289 cm™ de poca intensidad y 1553 cm™ debidas a la presencia de
extension y flexion de enlaces N-H de los grupos amino [106]. Y por ultimo, en el
espectro (4) de MCM-41 funcionalizado con glutaraldehido, se observan
conjuntamente con las bandas del material siliceo las bandas 2940 cmy 1494 cm-
! debidas a los estiramientos y flexiones de los enlaces C-H saturados. También la
banda de 3359 cm* aument6 su intensidad mientras las bandas en 1638 cm*, 1037
cm?, 794 cmt y 684 cm se mantuvieron estables.
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En resumen, las sefiales de los espectros IR corroboran cualitativamente la
funcionalizacién del soporte aunque no dan cuenta de la cantidad de silanoles
remanentes en la estructura del MCM-41. Por otro lado, se obtuvieron tres espectros
idénticos por cada paso de la funcionalizacion debido a que cada proceso se realizé
por triplicado, Figura 15.

a) Muestras recolectadas (b) Espectros IR obtenidos
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Figura 15. Resultados de la funcionalizacion con 3-aminopropil trietoxisilano

Tras la inmovilizacién, se obtuvieron biocatalizadores de coloracion rojiza (Figura
16) que fueron almacenados en nevera para su posterior uso en la sintesis de
derivados del lactitol. Cabe resaltar, que aunque el proceso fue descrito
anteriormente en Usurriaga (2015), no habia sido realizado a microescala con
cantidades méaximas de entre 200 y 500 mg de soporte activo lo cual a pesar de las
dificultades en el pesaje conlleva a un ahorro de reactivos y costos. Se observo
ademas que es un proceso sencillo a condiciones de reaccion suaves de apenas
250 rpm y temperatura ambiente.
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Figura 16. Biocatalizadores sintetizados

En el proceso de inmovilizacion, reaccionan los grupos carbonilos del soporte activo
con los grupos amino terminales de las enzimas [-galactosidasas purificadas,
llevandose a cabo una reaccion de condensacion que culmina con la formacion de
un enlace tipo imina y la eliminacion de una molécula de agua, como se muestra en
la Figura 17.
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Figura 17. Reacciones del proceso de Inmovilizacion Covalente
(Imagen de B-galactosidasa tomada de [107])

5.1.2. Caracterizacion de enzimas B-galactosidasas libres e inmovilizadas

Inicialmente, las enzimas fueron purificadas usando columnas de desalinizacién
PD-10 que contienen Sephadex G-25 Medium, éstas se usan para el desalado, el
intercambio de tampones y la limpieza de muestras, donde pequefias moléculas
como sal y otras impurezas se separan eficientemente de las sustancias de alto
peso molecular de interés [98]; en este caso las enzimas de la solucion salina en la
que encuentran comercialmente. Posteriormente para caracterizar una solucién
enzimatica es importante saber cudl es su actividad y que tanta proteina contiene;
de esta manera se pueden comparar por ejemplo, con biocatalizadores
inmovilizados. De esta manera, se llevo a cabo en este trabajo la caracterizacion
comparativa de las enzimas purificadas libres e inmovilizadas en el soporte MCM-
41.

5.1.2.1. Actividad enzimatica

Al poner en contacto los preparados enzimaticos con la solucion de lactitol se lleva
a cabo la reaccion de hidrdlisis de éste; obteniendo como resultado sorbitol y
galactosa (Figura 18). Esta es la primera parte de la prueba, debido a que se espera
una actividad constante de la enzima y por ende una concentracion creciente de
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productos por esto se retiraron alicuotas cada 15, 30, 60 y 120 minutos. La segunda
parte la prueba es la realizacion de la reaccion con el reactivo DNS vy finalmente,
en una tercera parte, se mide espectrofotométricamente.

En este caso se hizo el seguimiento a la molécula de galactosa, debido a que es un
azucar reductor y existen varias pruebas espectrofotométricas sencillas para
detectarlo. En la segunda parte de la prueba, la galactosa obtenida es puesta a
reaccionar con un volumen constante de una solucion de acido 3,5-dinitrosalicilico
que contiene el medio necesario para llevar a cabo la reaccion redox endotérmica
que genera el 3-amino-5-nitrosalicico (Figura 19a), éste compuesto presenta una
coloracién caracteristica; asi, una mayor coloracion indica una mayor concentracion
de galactosa, como se muestra en la Figura 19b.
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Figura 18. Esquema de reaccion de hidrdlisis de una -galactosidasa
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Figura 19. a)Esquema de reaccién Método de DNS
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Figura 19. Método del acido 3,5-dinitrosalicilico (DNS) b) Fotografia resultado de
la curva patron de galactosa en placa multipocillos

Los resultados de absorbancias se calcularon usando patrones de galactosa con
concentraciones entre 0,03 a 10mg/mL, como se observé en la figura anterior;
obteniendo la recta de calibrado y = 0,102x - 0,014 con un R? de 0,9941 para las
enzimas en estado libre y y = 0,1714x - 0,043 con un R? de 0,9952 para los
biocatalizadores inmovilizados. Los ensayos se realizaron por triplicado. La unidad
para la actividad catalitica es el katal (kat) segun el Sistema Internacional de
Unidades, pero es una unidad demasiado grande y suele usarse la actividad
enzimatica (UE) siendo, 1 umol sustrato convertido por minuto, en este caso 1 pmol
de galactosa por mL y por minuto a 50°C y pH 7. La ecuacion usada fue la siguiente:

[Gal]x1000xV,1ycion

Ec.1.UE =
PMGalxISXVenzima

Donde, [Gal] se refiere a la concentracion de galactosa hallada que se encuentra en
miligramos/ mililitro (mg/mL). Venzima corresponde al volumen de enzima afiadido y
por ende, Vsolucisn, al volumen usado del sustrato mas en volumen afadido de
enzima; en este trabajo; 1,0 mL de solucion de lactitol en buffer de sintesis y 0,02
mL de enzima. Otros valores constantes en la ecuacion son 1000, factor de
conversion de miligramos a microgramos y PMca, peso molecular de la galactosa
en gramos (g). Las actividades enziméticas encontradas usando el método de
minimos cuadrados y posteriormente la Ecuacién 1 para cada una de las enzimas
B-galactosidasas libres e inmovilizadas se encuentran condensados en la Tabla 5.
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Tabla 5. Resultados Actividad Enzimatica

LIBRE INMOVILIZADA
Enzimas UE (umol UE (umol % Actividad
galactosa/ min. galactosa/min. Unida a soporte
mL enzima) mg soporte) MCM-41
Lactozym®6500 34,90 12,19 34,9
Biolactasa NTLx2 49,52 9,86 19,9

Las actividades enzimaticas de mayores valores se encontraron con las enzimas
libres, debido a que tienen todos sus grados de libertad. Ademas, se observa que
los biocatalizadores inmovilizados aunque menores, también presentaron actividad
sobre lactitol, lo cual no ha sido reportado antes, obteniendo valores de 12,19y 9,86
UE para el Lactozym®6500/MCM-41 y  BiolactasaNTLx2/MCM-41,
respectivamente. Por otro lado, al considerar la actividad encontrada con las
enzimas libres como el 100%, se logra unir un 34,9% de esta actividad en el caso
de Lactozym®6500 y un 19,9% para la BiolactasaNTLx2 en el soporte MCM-41.

Este resultado es consecuente con lo reportado en la bibliografia, puesto que se ha
evidenciado que mediante la unién covalente las enzimas pierden parte de su
actividad [58, 84-89]. La diferencia entre los porcentajes de actividad unida al
soporte entre las enzimas B-galactosidasa se pueden deber a el método de
inmovilizacién; puesto que éste ha sido probado antes con Lactozym®6500 [91],
se espera una mejor union; y ésta es la primera vez que se ha soportado la
BiolactasaNTLx2 en el soporte mesoporoso MCM-41.

5.1.2.2. Medida del contenido de Proteina

Se calculd el contenido en proteina de los preparados comerciales de -
galactosidasas y en los biocatalizadores inmovilizados mediante el método de
Bradford donde se pasa de una coloracion café a azul debido a la unién del colorante
azul de Comassie con la proteina en un entorno hidrofébico; por esto entre mas
intenso es el color azul, mayor va a ser la concentracion proteica como se observa
en la Figura 20.

37



Figura 20. Método de Bradford a) Principio del método de Bradford y b) Fotografia
resultado de la curva patron de galactosa en placa multipocillos

Luego, haciendo uso de una recta de calibracién con albumina sérica bovina (BSA)
de concentraciones entre 0,8 y 0,016 mg/mL se llegé a larectay = 1,4398x + 0,0483
con un R? de 0,9917 para las enzimas libres y y =1,2954x + 0,0594 con un R2 de
0.9955 para la enzimas soportadas. Los resultados se encuentran condensados en
la Tabla 6.

Tabla 6. Resultados Contenido de proteina

LIBRE INMOVILIZADA % Proteina
Enzimas (mg Proteina/ (mg Proteina/ mg Unida a soporte
mL enzima) soporte MCM-41
Lactozym®6500 0,77 0,53 68,83
Biolactasa NTLx2 0,84 0,47 55,95
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Considerando la proteina encontrada con las enzimas libres como el 100%, se
observa que en ambos casos se logro inmovilizar mas del 50% de enzimas [3-
galactosidasas que se encontraban en solucién, alcanzando un mayor porcentaje
de proteina enlazada de la enzima Lactozym®6500 (68,83%) que de Biolactasa
NTLx2 (55,95%); a pesar de esto, los resultados son bastante favorables, al lograr
enlazar covalentemente por medio de un enlace tipo imina al soporte MCM-41 una
enzima (B-galactosidasa de otra fuente (Biolactasa NTLx2, Bacillus circulans).

Luego de conocer el contenido proteico de una solucion enzimatica o de un
biocatalizador inmovilizado, se calcula la actividad especifica, ésta se refiere a la
actividad de una enzima por miligramo de proteina, y se suele expresar en umol de
sustrato obtenido por minuto y ademas por mg. Esta unidad da una idea de la
pureza de la enzima debido a que las soluciones enzimaticas comerciales
generalmente contienen ademas proteinas inertes, acido nucleicos, etc.; que no
representan ninguna actividad, por esto es util también calcular la concentracion
proteica de las enzimas B-galactosidasas libres. En el caso de las enzimas
inmovilizadas sirve para conocer el porcentaje de la inmovilizacion definida en este
caso como la cantidad de enzima inmovilizada que libera 1 pmol de galactosa por
mg de biocatalizador y por minuto a 50°C y pH 7. Por esto, en adicion, se calcul6
la actividad especifica, haciendo uso de la ecuacion 2.

UE

Ec.2.UE = —
¢ /mg [Proteina]

Donde, [Proteina] se encuentra en miligramos de proteina por mililitro de enzima
(mg/mL). Esta nueva unidad permite hacer una comparacién directa entre las [3-
galactosidasas libres e inmovilizadas debido a que no incluye la fase en la que se
encuentra la enzima como pL de preparado enzimatica o mg de soporte. Los valores
encontrados se encuentran en la Tabla 7.
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Tabla 7. Resultados Actividad especifica

Enzimas UE/mg (umol galactosa min. mg proteina)

Lactozym®6500 45,33
Biolactasa NTLx2 58,95
Lactozym®6500/MCM-41 23,01
Biolactasa NTLx2/MCM-41 18,60

Se observa como entre las enzimas libres se alcanz6 una mayor actividad
especifica; la Biolactasa NTLx2 (58,95 UE/mg) por encima de Lactozym®6500
(45,33 UE/mg); esto se debe a que provienen de diferentes fuentes Bacillus
circulans que es una bacteria y Kluyveromyces lactis que es una levadura,
respectivamente. Puesto que se sabe que la [B-galactosidasa de B. circulans
produce una cantidad mas abundante de los oligosacaridos que la B-galactosidasas
de Kluyveromyces spp [115]. Por el contrario para las enzimas inmovilizadas se
encontré una mayor actividad especifica para Lactozym®6500/MCM-41 (23,01
UE/mg), lo cual era predecible debido a que alcanzé valores mas altos de actividad
enzimatica y de cantidad proteica unida al soporte que para Biolactasa NTLx2.

Para mostrar de una forma mas clara los resultados de actividad especifica
encontrada para las enzimas libres e inmovilizadas se presenta la Figura 21.

58,95

g

45,33

UE/ mg proteina
= 8 & £

4]
m Lactozym®6500 = Lactozym®@6500/MCM-41 mBiclactasa NTLx2 - Biolactasa NTLx2/MCM-41

Figura 21. Actividad especifica de B-galactosidasas comerciales libres e
inmovilizadas
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Se visualiza que la B-galactosidasa Biolactasa NTLx2 proveniente de Bacillus
circulans alcanzo6 la mayor actividad especifica (58,95 UE/mg) aun sin encontrarse
en sus condiciones de pH éptimo, esto se debe a que existen otros factores que
influyen de manera significativa en la accion de las enzimas, como por ejemplo, el
sustrato, puesto que la interaccion con la estructura del sustrato y la enzima
influencia no solo el porcentaje sino también juega un rol vital en la formacion de los
productos [30]. Al inmovilizarse, formando la Biolactasa NTLx2/MCM-41 se present6
la menor actividad especifica (18,60 UE/mg); este resultado es coherente con lo
encontrado previamente para esta p-galactosidasa soportada; debido a que se logré
unir 55,95% de Biolactasa NTLx2 libres al soporte pero en este proceso pudieron
sufrier cambios conformacionales o desnaturalizacién que llevaron a conservar soélo
un 19,9% de actividad enzimatica inicial, lo cual se ve reflejado en una menor
actividad especifica final.

Por otro lado, el Lactozym®6500 aunque presenté una menor actividad especifica
(45,33 UE/mg) al inmovilizarse, formando el Lactozym®6500/MCM-41 no disminuyo
significativamente su actividad especifica (23,01 UE/mg) debido a que se logré unir
una mayor cantidad de proteina (68,83%) y una mayor cantidad de actividad
enzimatica (34,9%); lo cual se ve reflejado en una actividad especifica final superior.
Los resultados obtenidos para la obtencion de los biocatalizadores inmovilizados
BiolactasaNTLx2/MCM-41 y Lactozym®6500/MCM-41 se encuentran resumidos en
la Tabla 8.

Tabla 8. Resumen de resultados para obtencion del Biocatalizador

Proteina unida al Actividad unida al Actividad especifica
Enzima unida al soporte soporte unida al soporte
soporte mg/mg %2 UE/mg % (UE/mg)
MCM-41 MCM-41
Lactozym®6500 0,53 68,83 12,19 34,9 23,01
BiolactasaNTLx2 0,47 55,95 9,86 19,9 18,60

2 Cantidad de proteina inmovilizada expresada como porcentaje de la cantidad proteina
aplicada (rendimiento de inmovilizacion por proteina).

b Cantidad de actividad inmovilizada expresada como porcentaje de la cantidad de
actividad aplicada (rendimiento de actividad aplicada).
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En resumen se lograron inmovilizar dos tipos de enzimas [-galactosidasas
comerciales Lactozym®6500 y BiolactasaNTLx2 en el soporte mesoporoso
ordenado MCM-41, lo cual cumple el primer objetivo propuesto y ademas es de gran
importancia debido a que, el Lactozym®6500 ha sido soportado antes sobre MCM-
41, encontrando que solo un 5 % del biocatalizador estaba compuesto por la enzima
[91] pero sin datos especificos de concentracion proteica o actividad especifica del
biocatalizador sintetizado, por lo cual este trabajo amplia el conocimiento que se
tenia hasta el momento del catalizador Lactozym®6500/MCM-41 y en adicion, no
se conocen hasta el momento reportes de BiolactasaNTLx2 en MCM-41.
Resaltando ademas que el biocatalizador BiolactasaNTLx2/MCM-41 logr6é una
actividad especifica cercana al Lactozym®6500/MCM-41 a pesar de tener menor
cantidad de enzima inmovilizada.

Asi, luego de cumplir el primer objetivo del trabajo que era inmovilizar las enzimas
B-galactosidasas Lactozym®6500 y BiolactasaNTLx2 mediante enlace covalente
teniendo en cuenta el grado de inmovilizacion (porcentaje de proteina unida al
soporte 68,83% y 55,95%, respectivamente) y la actividad de la enzima inmovilizada
(porcentaje de actividad especifica unida al soporte 23,01% y 18,60%,
respectivamente), donde se midi6 la actividad hidrolitica sobre el lactitol debido a
que seria proporcional a la actividad transgalactosidasa, siendo ésta bien conocida
desde Mahoney (1998), la que permite la sintesis de oligosacaridos derivados del
lactitol (LaOS); es decir, si la enzima presenta una actividad hidrélitica alta, asi
mismo sera su actividad transgalactosidasa. Por esto, luego de comprobar que los
dos tipos de enzimas tenian actividad hidrolitica sobre el lactitol (liberando galactosa
gue se midio por el método de DNS) era necesario hacer un analisis de todas las
mezcla de reaccion para conocer el tipo de oligosacaridos (mono-, di-, tri-sacaridos)
gue se estan sintetizando, midiendo el contenido de carbohidratos en el tiempo de
reaccion; dando paso al segundo y tercer objetivo del trabajo, la sintesis de LaOS
con las B-galactosidasas comerciales inmovilizadas y libres utilizando lactitol como
anico sustrato y su medicion por medio de la técnica CG-FID.

5.2. SINTESIS ENZIMATICA DE OLIGOSACARIDOS DERIVADOS DEL
LACTITOL (LaOS)

Las condiciones elegidas para llevar a cabo las reacciones enziméaticas se
seleccionaron basandose en estudios previos sobre la obtencién de fructo-
oligosacaridos (FOS) [44] y de galacto-oligosacaridos (GOS) [108] debido a que las
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enzimas B-galactosidadas pueden realizar reacciones de transgalactosilacion e
hidrélisis, como se menciono6 anteriormente, pero esta Ultima en mayor medida; para
evitar esto y direccionar la reaccion, se han tenido en cuenta trabajos en los que se
habia optimizado el pH de actuacion de enzimas de diferente origen. En preparados
enzimaticos de levadura Kluyveromyces lactis la actividad mayor actividad -
galactosidasa se ha observado a pH 6,5 - 7,5 y a 50 °C. Por otra parte también
Corzo- Martinez (2013) observaron alta actividad con B-galactosidasa de Bacillus
circulans utilizando permeados de suero a pH de 5,5 - 7,5 y temperaturas de 40 a
60°C [1, 9, 91, 109- 112].

El lactitol en todas las reacciones de este trabajo se us6 como Unico sustrato y en
la concentracion estandar de 250 mg/mL, estos debido a que la reaccion de
transgalactosilacion se ve favorecida por altas concentraciones del reactivo el cual
va a actuar como nucleofilo del grupo galactosil, en este caso el mismo lactitol [30].
Teniendo en cuenta lo anterior, las condiciones elegidas fueron: pH 7, agitacion de
1400 rpm y temperatura de 50°C usando como medio de reaccion tampoén de fosfato
sodico 0,05 My 0,005 M de MgCl: llamado como buffer de sintesis.

Para entender la sintesis de LaOS, se tiene que conocer a fondo el proceso de
transgalactosilacién seguido por la familia 2 de glicosidas hidrolasas (GH 2) de la
cual hacen parte las enzimas [-galactosidasas extraidas de microorganismos. Las
GH 2 tienen un sitio activo que estd compuesto por dos restos cataliticos: un
nucleodfilo catalitico y un catalizador acido - base en general corresponden a
residuos de glutamato [55-57]. Son ademas de [-retencion y emplean un
mecanismo de doble desplazamiento, donde, en primer lugar, el nucledfilo catalitico
(1) ataca el centro anomérico del lactitol, generando el intermediario galactosil-
enzima (2) y liberando una molécula de sorbitol, todo con la asistencia de un
catalizador &cido/base. Posteriormente, este intermediario experimenta hidrolisis
(A) o transgalactosilacion (B). Esto ocurre puesto que a altas concentraciones de
sustrato algunas B-galactosidasas cambian de un mecanismo hidrolitico a un
mecanismo sintético por el cual el mismo sustrato, en lugar del agua, actia como
aceptor de la galactosa unida covalentemente al sitio activo [113]. El producto
formado es generalmente un galacto-oligosacarido pero en este caso son los LaOS
como se observa en la Figura 22.
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Figura 22. Esquema del mecanismo de accién 3-galactosidasas: Galactosilacion y
Degalactosilacion. Basado en [113]
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En la figura anterior se observan las dos formas de degalactosilacion que puede
seguir el mecanismo de reaccién de estas enzimas donde se escinde la unién
covalente de galactosa y el sitio activo de la enzima por (A) reaccion de hidrolisis,
utilizando agua como sustrato aceptor y (B) reaccién de transglicosilacion, usando
lactitol como sustrato aceptor. Ambas reacciones proceden de acuerdo con un
mecanismo de doble desplazamiento y usan lactitol como sustrato donante y
requieren también la asistencia de un catalizador &cido/base general. Los
mecanismos de reaccidn propuestos se basaron en lo propuesto por Bultema
(2014), para la sintesis de GOS. Ademas en la figura se evidencia la formacion del
4’galactosil-lactitol B-D-Gal-(1—4)- B-D-Gal-(1—4)-Glc-ol; como LaOS [30].

De esta manera se da paso a analizar los resultados de las sintesis de
oligosacaridos derivados del lactitol con las B-galactosidasas Lactozym®6500 y
BiolactasaNTLx2 libres e inmovilizadas en el soporte MCM-41.

5.2.1. Lactozym®6500

La obtencion de LaOS usando esta enzima se realizd, teniendo en cuenta las
condiciones optimizadas por Martinez-Villaluenga (2008a) y Montilla (2012) para la
obtencién de GOS utilizando Lactozym 3000 L proveniente de la misma fuente
(Kluyveromyces lactis); decidiendo asi, estudiar la influencia de la concentracion
de enzima. Los resultados obtenidos se muestran en la Figura 23, donde, el
contenido de cada uno de los carbohidratos fue expresado en porcentaje respecto
a los carbohidratos iniciales.
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Figura 23. Evolucion del contenido de carbohidratos totales (izq.) y de LaOS (der.)
en funcién del tiempo de reaccién a 50°C, 1400rpm, pH 7 buffer fosfato de sodio
0,05M y 0,005M MgClz. a) Para 10pL y b) Para 20uL de Lactozym®6500

En las graficas de carbohidratos totales, izquierda, se observa que a ambas
concentraciones de enzima se llega a un maximo de LaOS (23-21%) entre las 3y 6
horas de reaccion pero a mayor concentracion de enzima la cantidad de derivados
del lactitol decrece luego de ese tiempo mientras que a menor concentracion de
enzima se mantiene aproximadamente estable hasta las 24 horas de reaccion. En
cuanto a otras sintesis de LaOS se han llevado sintesis enzimaticas con [3-
galactosidasa de Kluyveromyces lactis encontrando apenas un 16,8% p/p en
materia seca como el mayor contenido de Gal-sorbitol utilizando una solucién al

35% (p/v) de lactosa y sorbitol (1:1) [26] mientras que en este caso se partié
Ganicamente del lactitol.

La conversion de lactitol es mucho mas alta, casi del 90% en 20uL de
Lactozym®6500 pero se observa como en su mayoria se convierte en productos de
la hidrdlisis, galactosa y sorbitol, por el contrario la conversion del lactitol usando
10uL es de apenas 65% pero en su mayoria se obtienen productos de
transgalactosilacion.

En la sintesis de los LaOS (Di- y Trisacaridos), gréaficas de la derecha, se evidencia
una tendencia hacia la formacién de trisacaridos que se mantiene constante a
menor concentracién de enzima y que a mayores concentraciones decrece a partir
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de las 3 horas de reaccion. Esto se debe a las condiciones de reaccion usadas, que
permiten la estabilizacién de los trisacéridos por que es bien conocido el efecto de
las condiciones de reaccién en la formacion de di- y trisacéaridos, en el caso de la
sintesis de GOS apartir de Lactozym 3000 L, las condiciones Optimas para
galactobiosa y de alolactosa (disacaridos) fueron 50 °C, pH 6.5, 250 mg/mL de
lactosa y 300 minutos, mientras que las mejores condiciones de reaccion para la
produccion de 6’galactosil lactosa (trisacéarido) fueron 40°C, pH 7.5, 250 mg/mL de
lactosa y 120 minutos [111], lo que quiere decir al considerar inicamente el tiempo,
que los trisacaridos han mostrado ser menos estables como se observo a mayores
concentraciones de enzima (Figura 23b, izq.) pero que esto se puede controlar
disminuyendo la cantidad de enzima adicionada (Figura 23a, izq. ) a 50 °C, pH 7y
250 mg/mL de lactitol.

Por otro lado, como se observa en la Figura 23 a y b derecha los resultados a las
dos concentraciones son similares a los encontrados en la sintesis de FOS usando
sacarosa como sustrato, donde a concentraciones mayores de enzima la reaccion
de hidrdlisis es mucho mas rapida [1].

Las mezclas de sintesis fueron cuantificadas usando cromatografia de gases por
medio del método de patron interno. Cabe resaltar que inicialmente se realizé un
barrido de 80 minutos y hasta 380°C esto para observar todo el espectro de
compuestos que se obtenian y se observé que luego de los 60 minutos no se
encontraban mas picos. Los picos que se encuentran luego de este tiempo
corresponden usualmente a compuestos con un mayor grado de polimerizacién, por
ejemplo tetrasacaridos.

En la Figura 24 se observan los picos encontrados y como fueron integrados, en
orden (1) sorbitol, (2) galactosa, la cual presenta dos picos debido a que su carbono
anomeérico le permite formar dos tipos de oxima, (3) patrén interno, (4) lactitol, (5)
zona de disacaridos, y (6) zona de trisacéaridos.
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Figura 24. Cromatograma obtenido por GC/FID de la mezcla de sintesis obtenida
a 10pL de Lactozym®6500 a 50°C, 1400rpm, pH 7 buffer fosfato de sodio 0,05M y
0,005M MgClz y 3 horas de reaccion

En las zonas de disacaridos y trisacaridos se lograron detectar picos individuales
gue para facilitar los calculos de LaOS, fueron sumados y cuantificados de manera
grupal. Se encontraron disacéridos y trisacaridos de mayor abundancia en
comparacién con el pico de Pl. Con ayuda de datos bibliograficos fueron
identificados tentativamente de manera cualitativa como Disacarido 1 como 3-D-
Gal-(1—1)-D-Glc-ol (25,7min); Disacarido 2 como (-D-Gal-(1—6)- D-Glc-ol
(26,2min) ; Trisacarido 1 como B-D-Gal-(1—1)- B-D-Gal-(1—4)-D-Glc-ol (38,6min)
y Trisacarido 2 como B-D-Gal-(1—6)- B-D-Gal-(1—4)-D-Glc-ol (39,3min) [25,30].
Una forma para identificar de manera concreta los compuestos es mediante el
analisis por espectrometria de resonancia magnética nuclear (RMN) y/o
espectrometria de masas MALDI-TOF como se describe en Schéder (2004)
permitiendo caracterizar mezclas de reaccion similares [35,114].

5.2.2. Lactozym®6500/MCM-41

La obtencion de LaOS wusando 50 mg del biocalizador inmovilizado
Lactozym®6500/MCM-41 que tiene aproximadamente la misma cantidad
enzimatica segun el grado de inmovilizacion; obtuvo los resultados condensados en
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la Figura 25. Donde, el contenido encontrado de cada uno de estos carbohidratos
fue expresado en porcentaje respecto a los carbohidratos totales.
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Figura 25. Evolucién del contenido de carbohidratos totales (izq.) y de LaOS (der.)
en funcion del tiempo de reaccion para 50mg de Lactozym®6500/MCM-41 a 50°C,
1400rpm, pH 7 buffer fosfato de sodio 0,05M y 0,005M MgCl2

Primero que todo, se observa la obtencién de productos de transgalactosilacion
LaOH-OS mayor que los productos de hidrélisis (monosacaridos), llegando al
méaximo de 22% a las 6 horas y manteniéndose estable hasta las 24 horas de
reaccion; todo con una conversién del lactitol del 63%. Hay que subrayar que estos
resultados son muy semejantes a los hallados con la enzima libre (Figura 23a) lo
cual indica que las enzimas no perdieron ni cambiaron su actividad
transgalactosidasa en el proceso de inmovilizacion. Por otro lado, al igual que con
la enzima libre se observé una selectividad hacia la formacién de trisacaridos por
encima de los disacéridos, obteniendo un maximo de 16% de trisacaridos y 6%
disacéridos para un total del 22% de derivados galactosil-lactitol a las 6 horas de
reaccion. Estos resultados presentan una mejora a el contenido de
galactooligosacéridos que se formaron durante la hidrdlisis de la leche entera con
el uso de la misma enzima inmovilizada en Usurriga (2015) donde se obtuvo un
porcentaje de GOS aproximadamente del 14% en las muestras hidrolizadas durante
8 horas y 20°C [91].

Las mezclas de sintesis fueron cuantificadas de igual manera usando cromatografia
de gases por medio del método de patrén interno, encontrando perfiles
cromatograficos idénticos que con la enzima libre; por ende, se analiz6 otro factor
importante como lo es la estabilidad de los LaOS sintetizados; en la Figura 26 se
muestran los cromatogramas encontrados en 1y 24 horas superpuestos.
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Figura 26. Cromatograma obtenido por GC/FID de la mezcla de sintesis obtenida
a 50 mg de Lactozym®6500/MCM-41 a 50°C, 1400rpm, pH 7 buffer fosfato de
sodio 0,05M y 0,005M MgClz2 a 1 (rojo) y 24 (azul) horas de reaccién

Se logra apreciar como a una hora de reaccién (rojo) existe una preferencia a la
formacién de los trisacéaridos 1, B-D-Gal-(1—1)- B-D-Gal-(1—4)-D-Glc-ol
(38,6min) y 2, B-D-Gal- (1—6)- B-D-Gal-(1—4)-D-Glc-ol (39,3min) que hacia la
generacion de disacéaridos 1, B-D- Gal-(1—1)-D-Glc-ol (25,7min) y 2, B-D-Gal-
(1—6)-D-Glc-ol (26,2min); esto se debe a la alta concentracidén de sustrato; ademas
la inexistencia de otros LaOS indica que este tipo de enzima tiene una tendencia
particular a formar estos cuatro compuestos. Luego de las 24 horas de reaccion,
aunque siguen presentes éstos 4 compuestos, se observa un claro aumento en la
concentracion de disacaridos y la disminucién de Tri 1y Tri 2 acompafado de la
aparicion de otros derivados como disacéridos en 23,5min; 24,1min y 26,7min;
trisacaridos en 40,4min; 41,1min y 42,1min; siendo en total 8 disacaridos y 5
trisacaridos los detectados al igual que con la enzima [-galactosidasa
Lactozym®6500 soluble.

En general, los resultados obtenidos en la produccién y tipo de LaOS con la enzima
en estado soluble e inmoviliazado son muy semejantes, pero la enzima soportada
en MCM-41 mostré como ventaja una mayor tendencia hacia la formacién de
trisacaridos lo cual es de gran importancia.
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5.2.3. BiolactasaNTLx?2

La obtencién de oligosacaridos derivados del lactitol usando la enzima comercial de

B. circulans, BiolactasaNTLx2, presento los resultados que se muestran en la Figura
27.

a) 1oo 20
S0 18
80 16
® 70 ¥ 14
5 60 5 12
£ s0 g 10
g 40 g 8
5 5
S 30 S 6
20 4
10 2
0 0
0 5 10 15 20 25 0 5 10 15 20 25
Tiempo de Reaccion (horas) Tiempo de Reaccién (horas)
Lactitol Galactosa Sorbitol LaOH-0S Disacaridos Trisacaridos
b) 100 20
90 18
80 16
g 70 g 14
5 60 5 12
‘c (5]
g s0 £ 10
g 40 g 8
5 G
S 30 S 6
20 4
10 2
0 0
0 5 10 15 20 25 0 5 10 15 20 25
Tiempo de Reaccion (horas) Tiempo de Reaccién (horas)
Lactitol Galactosa Sorbitol LaOH-0S Disacaridos Trisacaridos

Figura 27. Evolucién del contenido de carbohidratos totales (izq.) y de LaOS (der.)
en funcién del tiempo de reaccion a 50°C, 1400rpm, pH 7 buffer fosfato de sodio
0,05M y 0,005M MgClz. a) Para 10uL y b) Para 20uL de BiolactasaNTLx2

Como puede observarse en las graficas de carbohidratos totales (der. a y b), la
cantidad de enzima utilizada en la sintesis no presenté mayor diferencia en la
conversion del lactitol al alcanzar casi el 100% a las 24 horas de reaccion.
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Analogamente, la produccién de derivados del lactitol fue similar hasta las 6 horas
de reaccion, después a mayor concentracion de enzima empieza a predominar los
productos de hidrdlisis por encima de los LaOS; esto debido a la mayor actividad
enzimatica que conlleva a que los productos de transgalactosilacion sean también
hidrolizados. Analizando la produccién de LaOS (der. a y b), la formacion de los
trisacaridos fue muy rapida para las dos condiciones obteniendo rendimientos
maximos de un 15% (10 pL) y 12% (20 L) al cabo de 3 horas de sintesis. Sin
embargo los trisacaridos formados se van hidrolizando y a las 24 horas el contenido
se reduce a 10% (10 pL) y 6% (20 pL).

En otras palabras con la menor concentracion de enzima ensayada se obtiene el
méaximo rendimiento en produccién de LaOS (29%) a las 6 horas de reaccién
quedando un 30% de lactitol sin reaccionar y en estas condiciones los trisacaridos
y disacéridos formados se encuentran en una relacion 1:1 aproximadamente. Y al
final del periodo de incubacion estudiado (24 horas), se vislumbra un 24% de LaOS
qgue siguen estables siendo en su mayoria disacaridos (18%). Los resultados
anteriores ponen de manifiesto que, aunque la capacidad de BiolactasaNTLx2 de
formar LaOS trisacaridos es alta, éstos sufren hidrélisis a mayores tiempos de
reaccion cuando la concentracion del sustrato se ve disminuida, lo cual se esperaba
debido a que esta B-galactosidasa presento la actividad especifica mas alta (Tabla
7). Asi mismo, usando B-D-galactosidasa de Bacillus circulans se ha realizado la
sintesis de LaOS empleando lactulosa como sustrato y adicionando lactitol como
donor, dando lugar a los disacaridos regioisomeros B-(1—4) y B-(1—6), en una
proporcion 1:1 y rendimientos mucho menores de 15y 11%, respectivamente [30].

Por otro lado la sintesis de GOS de Rodriguez-Colinas (2012), catalizada por
BiolactaseTM 3, otra preparaciéon comercial de [p-galactosidasa de Bacillus
circulans, usando 400 g/L de lactosa y 15 U/mL de enzima, alcanzé el rendimiento
maximo de 49,4% p/p de carbohidratos totales en la mezcla, lo cual es menor al
aproximadamente 70% de carbohidratos totales producidos con BiolactasaNTLXx2.

La Figura 28 presenta los picos encontrados a las 3 horas de reaccion, los cuales,
en general corresponden a los picos hallados con Lactozym®6500, como (1)
sorbitol, (2) galactosa, (3) patrén interno y (4) lactitol; pero en las (5) zona de
disacaridos y (6) zona de trisacaridos se encontraron no sélo diferentes picos sino
también distintas abundancias respecto al Pl
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Figura 28. Cromatograma obtenido por GC/FID de la mezcla de sintesis obtenida
a 10uL de BiolactasaNTLx2 a 50°C, 1400rpm, pH 7 buffer fosfato de sodio 0,05M
y 0,005M MgClz y 3 horas de reaccion

De la misma manera que se realizO con Lactozym®6500 en las zonas de
disacéaridos y trisacaridos se logaron detectar picos individuales que se integraron
por separado pero para facilitar el calculo de los mismos fueron sumados y
cuantificados de manera grupal. Fueron también identificados tentativamente los
LaOS encontrados con Lactozym®6500 Di 1=B-D-Gal-(1—1)-D-Glc-ol, 25,6 min; Di
2= B-D-Gal-(1—6)-D-Glc-ol, 26,2 min; Tri 1= - D-Gal-(1—1)- B-D-Gal-(1—4)-D-Glc-
ol, 38,5 min y Tri 2= B-D-Gal-(1—6)- B-D-Gal-(1—4)-D-Glc-ol, 39,2 min. Pero se
encontraron conjuntamente 16 compuestos mas siendo los mas abundantes Di
O=sin identificacion tentativa, 24,0 miny Tri 0= B-D-Gal-(1—4)- B-D-Gal- (1—4)-Glc-
ol, 37,3 min, que se sintetiza puesto que, como es bien sabido, la [B-D-
galactosidasa BiolactasaNTLx2 cataliza la transferencia de unidades de galactosa
a varios derivados de glucosa y galactosa, formando enlaces 3-(1—4) [30] y en la
sintesis de varios trisacaridos se ha reportado compuestos como B-D-Galp-(1—4)-
Lac [109] usando como sustrato lactosa; de esta manera es consecuente pensar en
la formacion del 4’galactosil- lactitol; éste ha sido sintetizado y reportado por Farkas
(2003) pero obtenido como producto secundario y en trazas, denominado “lactitol
monogalactosilado 3-D-Gal-(1—4)- B-D-Gal-(1—4)-D-Glc-ol” aunque cabe resaltar
que el método de sintesis sigue una ruta mas compleja mediante el empleo de
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lactulosa y lactitol, como sustratos donores y el metil a-D-glucopiranosido como
aceptor [30].

5.2.4. BiolactasaNTLx2/MCM-41

La obtencion LaOH-OS usando 50 mg del biocalizador inmovilizado Biolactasa
NTLx2/MCM-41 que tiene aproximadamente la misma cantidad enzimatica de 10
uL; se realizd teniendo en cuenta las condiciones usadas con la enzima libre
obteniendo los resultados que se exponen en la Figura 29.
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Figura 29. Evolucion del contenido de carbohidratos totales (izg.) y de LaOS (der.)
en funcion del tiempo de reaccion para 50mg de Biolactasa NTLx2/MCM-41 a
50°C, 1400 rpm, pH 7 buffer fosfato de sodio 0,05 M y 0,005 M MgCl:

A diferencia de la enzima libre, Figura 27a, con la enzima inmovilizada se observa
aumento constante en la produccion de LaOS muy por encima de los
monosacaridos evidenciado la predileccion hasta la reaccion de
transgalactosilacion; alcanzando a las 24 horas de reaccién un maximo de 34%
(Fig. 29 izq.), de los cuales un 21% son trisacaridos y un 13% son disacaridos (Fig.
29 der.), manteniendo también una mayor tendencia hacia la formacion de los
compuestos con mayor grado de polimerizacion. Se aprecia ademas que luego de
24 horas aun existe un 40% de lactitol residual, esto significa que la reaccion se
direcciona llevada de manera lenta, lo cual da como resultado la mayor generacion
de oligosacaridos derivados del lactitol que de galactosa y glucitol.

Estos resultados son de gran valor debido a que esta enzima mostré los mejores
resultados en actividad enzimatica especifica entre las enzimas libres en la
produccion de derivados del lactitol y aun asi estos resultados se vieron mejorados
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usando la misma enzima soportada en MCM-41 y no existen reportes previos de
la sintesis de LaOS utilizando Biolactasa NTLx2 inmovilizada en este tipo de
material.

Las mezclas de sintesis fueron cuantificadas de igual manera usando cromatografia
de gases por medio del método de patrén interno, encontrando perfiles
cromatograficos muy similares a los hallados con la enzima libre; por ende, se
analizo la estabilidad de los LaOS sintetizados en el tiempo por esto en la Figura
30 se muestran los cromatogramas encontrados en 1y 24 horas superpuestos.

1 Sorbitol 4 Lactitel

5
Disacéridos

&
; Trisachridos
Galactosa 3
| p-Fenil gluchsido

| Pl |(
Il‘

Hmin

Figura 30. Cromatograma obtenido por GC/FID de la mezcla de sintesis obtenida
a 50 mg de Biolactasa NTLx2/MCM-41a 50°C, 1400 rpm, pH 7 buffer fosfato de
sodio 0,05M y 0,005M MgClz2 a 1 (rojo) y 24 (azul) horas de reaccién

Se distingue a una hora de reaccion (rojo) la mayor formacion de Tri 0, B-D-Gal-
(1—4)- B- D-Gal-(1—4)-Glc-ol (37,1min) y Tri 1, B-D-Gal-(1—1)- B-D-Gal-(1—4)-D-
Glc-ol (38,5min) por encima de otros trisacaridos y una muy baja generacion de
disacaridos; sin embargo pasadas las 24 horas se visualiza la formacién de una
gran varidad de LaOS; especificamente 7 diferentes disacaridos, siendo el mas
abundante Di 2, B-D-Gal-(1—6)- D-Glc-ol (26,0min) y 10 trisacaridos, los mas
abundantes Tri Oy Tri 2, B-D-Gal-(1—6)- B- D-Gal-(1—4)-D-Glc-ol (39,0min) y los
demas no han sido reportados antes.
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Finalmente la Tabla 9, resume los mejores resultados obtenidos para la sintesis de
derivados del lactitol y las condiciones usadas por las enzimas [-galactosidasas
comerciales libres e inmovilizadas.

Tabla 9. Resultados Sintesis de LaOS

Lactozym® Lactozym®6500 Biolactasa BiolactasaNTLx2

6500 IMCM-41 NTLx2 /IMCM-41
Cantidad de 10pL 50mg 10pL 50mg
Catalizador
Tiempo de 6h 6h 6h 6h
Reaccion
Produccion de 23% 22% 29% 22%
LaOS
Lactitol 50% 54% 30% 60%
Residual
Produccion 27% 24% 41% 18%
Monosacaridos
Estado de Estable Estable Estable En Aumento
Produccion
LaOS

En la tabla anterior, la enzima Biolactasa NTLx2 se posiciona como la mejor enzima
B- galactosidasa libre para sintetizar LaOS alcanzando un porcentaje de 29% con
una conversion del 70% del lactitol inicial, todo a 6 horas de reaccion y una
concentracion baja de enzima; ademas de una mayor variedad de compuestos
detectados, 8 diferentes disacéaridos y 12 distintos trisacaridos; algunos de estos
sélo encontrados con esta enzima y con una mayor abundancia hacia Tri O.

La B-galactosidasa comercial Lactozym®6500, la cual es una de las enzimas mas
usadas en la industria, alcanz6 apenas un 23% de LaOS y una conversion del 50%
del lactitol también a las 6 horas de reaccién y un volumen de enzima de apenas
10uL. Logrando sintetizar 8 disacaridos y 5 trisacaridos con una mayor abundancia
hacia Tri 1y Tri 2. Con esta enzima se han reportado estudios donde la produccién
de GOS se encuentra en rangos de 32,7%, a 12,9%, con concentraciones de lactosa
de 200, 250 y 500 g/L [91], es decir que de acuerdo a la concentracion de lactitol
usada (250 mg/mL) el porcentaje de productos de transgalactosilidacion se
encuentra en el rango encontrando en la bibliografia.
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Por otro lado, la Biolactasa NTLx2 inmovilizada en el soporte mesoposoro MCM-41,
mostro el porcentaje mas alto en la produccién de LaOS de 34% los cuales
corresponden 8 diferentes disacaridos y 12 distintos trisacaridos, con una
conversion del 60% del lactitol inicial; ademas, la produccion de LaOS seguia en
aumento a las 24 horas de reaccion. Considerando los resultados anteriores, se
posiciona como el mejor biocatalizador entre los libres e inmovilizados para la
sintesis de derivados del lactitol a 50°C y pH 7. En el mismo sentido, es de
importancia que ambos biocatalizadores inmovilizados mostraron actividad con el
sustrato lactitol debido a que Lactozym®6500 y BiolactasaNTLx2 se han usado
princialmente para para hidrolisis de lactosa y sintesis de galacto-oligosacéridos [85
- 90].

En adicion para analizar los compuestos derivados del lactitol sintetizados usando
los dos tipos de biocatalizadores se presenta la Figura 31, donde los cromatogramas
encontrados a las tres horas de reaccion fueron superpuestos.
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Figura 31. Cromatograma comparativo obtenido por GC/FID a 50°C, 1400rpm, pH
7 buffer fosfato de sodio 0,05M y 0,005M MgClz y 3 horas de reaccion para 50 mg
de Lactozym®6500/MCM-41 (Rojo) y Biolactasa NTLx2/MCM-41 (Azul)

Para el Lactozym®6500/MCM-41 (rojo) se observa la mayor abundancia de los
picos Di 1, Di 2, Tri 1y Tri 2 usando como referencia el pico del PI; esto se debe a
que ésta B- galactosidasa mostré una reaccion ligeramente mas rapida alcanzado
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a las 3 horas de reaccion un 18% de LaOS por encima de un 15% alcanzado con
Biolactasa NTLx2/MCM-41 (Figuras 25 y 29, izq.). Por otro lado, se aprecia la
obtencién de un mayor numero de picos correspondientes a diferentes LaOS con la
enzima Biolactasa NTLx2 inmovilizada (azul), evidenciando la diversificacion de
posibles compuestos con actividad prebidtica, siendo los mas abundantes Di Oy Tri
0, los cuales no se obtienen con el Lactozym®6500 inmovilizado. El trisacarido 0 ha
sido sintetizado y reportado por Farkas (2003) obtenido como producto secundario
y en trazas aunque cabe resaltar que el método de sintesis fue mas complejo
mediante el empleo de lactulosa y lactitol, como sustratos donores y el metil a-D-
glucopiranosido como aceptor [30].

Luego de realizar la sintesis de derivados del lactitol usando los biocatalizadores
inmovilizados y conocer el porcentaje de inmovilizacidon y la actividad especifica
(seccion 5.1.2), es necesario analizar nuevamente los biocatalizadores soportados
para conocer la cantidad de ciclos que puede realizar sin perder su actividad inicial
significativamente.

5.2.5. Evaluacioén de la reutilizacion

La evaluacion de la reutilizacion mediante reacciones de sintesis tipo Batch de 2
horas a 50°C y 1400 rpm usando los biocatalizadores sintetizados arrojo informacion
acerca de la estabilidad de éstos. Los resultados obtenidos para cinco reldsos
corresponden a porcentajes hallados al considerar la actividad especifica inicial
como el 100% vy se encuentran consignados en la Tabla 10.

Tabla 10. Resultados para los Reusos de los Biocatalizadores

%EU/mg

Reaccion (umol galactosa/min. mg proteina soportada)

Inicial 100,0 100,0
Reuso 1 61,6 55,2
Reuso 2 37,0 49,9
Reuso 3 34,1 44,2
Reuso 4 29,1 42,1
Relso 5 15,4 41,5
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Una mejor visualizacion se representa en la Figura 32.
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Figura 32. Resultados para los Reusos de los Biocatalizadores

Se observa que en cada ciclo de reaccion el porcentaje de actividad especifica
disminuye, esto debido a que las enzimas que se lograron unir pueden perder
actividad paulatinamente en su reutilizacion.

% Proteina unida al Soporte % Actividad unida al Soporte Actividades en los diferentes Relisos

Figura 33. Representacion de los factores de importancia en la inmovilizaciéon de
enzimas

Se observa que BiolactasaNTLx2/MCM-41 a cinco reusos habia disminuido su
actividad especifica mostrando un 41,5% de actividad residual, es decir que a pesar
de presentar una menor cantidad de enzima y actividad unida al soporte, exhibe una
mayor estabilidad en ciclos de reutilizacién por consiguiente deberia considerarse
analizar un mayor numero de relsos ademas de posibles investigaciones en
modelos de reaccién continua, los cuales son los de mayor importancia en la
industria.
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Por el contrario el Lactozym®6500/MCM-41 presenta Unicamente el 15,4% de su
actividad inicial, indicando asi que aunque se logré enlazar una alta cantidad de
enzima y actividad enzimatica, ésta se pierde paulatinamente en cada uno los
redsos por esto, no se descarta la viabilidad de posibles mejoras en su estabilidad.

Teniendo en cuenta los resultados del trabajo, como se mencioné anteriormente, la
Biolactasa NTLx2 inmovilizada en el soporte mesoposoro MCM-41 se posiciona
como el mejor biocatalizador entre los libres e inmovilizados para la sintesis de
LaOS al mostrar el porcentaje mas alto en la produccion de LaOS de 34% a las 6
horas, los cuales corresponden a 8 diferentes disacéaridos y 12 distintos trisacéaridos,
con una conversion del 60% del lactitol inicial; donde la produccién de LaOS seguia
en aumento a las 24 horas de reacciéon. Sumado a que mostro la mayor estabilidad
en ciclos alcanzando 5 ciclos perdiendo parte de su actividad inicial aunque es de
gran interés que puedan reutilizarse y de esa manera se ven cumplidos los objetivos
del trabajo de investigacion.
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6. CONCLUSIONES

Se logré inmovilizar las enzimas (-galactosidasas comerciales Lactozym®6500 y
BiolactasaNTLx2 con una metodologia a microescala en el soporte mesoporoso
MCM-41 alcanzando porcentajes de inmovilizacion de proteina de 68,83% vy
55,95%, respectivamente. Ademas, éstos biocatalizadores presentaron actividad
con el sustrato lactitol obteniendo valores 23,01 EU/mg para el
Lactozym®6500/MCM-41 y 18,60 EU/mg para BiolactasaNTLx2/MCM-41 de
actividad especifica unida al soporte; esta ultima mostré la mayor estabilidad en
ciclos con un 41,5% de actividad residual a diferencia del Lactozym®6500/MCM-41
gue presentaba Unicamente el 15,4% de actividad residual en comparacion con la
exhibida inicialmente. Cabe resaltar que se hallaron mediante CG/FID los mismos
compuestos con las enzimas inmovilizadas y libres evidenciando que no perdieron
ni cambiaron su actividad transgalactosidasa en el proceso de inmovilizacion.

Se consiguié sintetizar oligosacaridos derivados del lactitol mediante
transgalactosilaciéon catalizada por dos diferentes p-galactosidasas comerciales en
estado soluble e inmovilizado, identificando tentativamente a 3-D-Gal-(1—1)-D-Glc-
ol (disacarido 1), B-D- Gal-(1—6)-D-Glc-ol (disacarido 2), 3-D-Gal-(1—4)- B-D-Gal-
(1—4)-Glc-ol (trisacarido 0), B-D-Gal-(1—1)- B-D-Gal-(1—4)-D-Glc-ol (trisacaridos
1) y B-D-Gal-(1—6)- B-D-Gal-(1—4)- D-Glc-ol (trisacéarido 2).

El biocatalizador BiolactasaNTLx2/MCM-41 present6 los mejores resultados con un
maximo de 34% de LaOS de los cuales un 21% son trisacaridos (12 distintos
trisacaridos) y un 13% son disacéaridos (8 diferentes disacéaridos), con una
conversion del 60% del lactitol inicial; ademas, la produccion de LaOS seguia en
aumento a las 24 horas de reaccion.

El presente trabajo contribuye al desarrollo de nuevas metodologias para la sintesis
de oligosacaridos con potenciales propiedades prebidticas. El sintetizar
oligosacaridos derivados del lactitol haciendo uso de biocatalizadores inmovilizados
y obteniendo resultados similares a los encontrados con las enzimas libres pero
con la ventaja de su re-utilizacion. De esta forma, se diversifica el espectro de
compuestos con posible actividad prebiética y su forma de obtencion mediante
preparaciones enzimaticas mas rentables para su aplicacion industrial
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7. RECOMENDACIONES

Se necesitan méas estudios de caracterizacion utilizando por ejemplo espectrometria
de masas MS, resonancia magnética nuclear proténica y carbono 13, tH- y 3C-
RMN, para conocer de manera acertada las estructuras y los enlaces de los
oligosacaridos derivados del lactitol que se lograron sintetizar que debido a la poca
informacion existente no pudieron ser identificados.

Deberia considerarse para futuras investigaciones, una evaluacion de los
biocatalizadores sintetizados por la técnica de Andlisis Termogravimétrico (TGA)
luego de cada ciclo de reliso; ayudando a aclarar si se pierde actividad enziméatica
especifica por deterioro del sitio activo o por pérdida de proteina unida al soporte.

Ademas, a manera de profundizaciébn sobre este trabajo se podria realizar la
evaluacion del potencial prebidtico de las diferentes fracciones de LaOS
sintetizados (Di- y Trisacaridos) con estudios de fermentacién in vitro de los
oligosacaridos mediante ensayos y evaluacion del crecimiento bacteriano,
determinacion del caracter bifidogénico, etc.
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